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Chemoterapie je jednou základních léčebných modalit karcinomu prsu, která chirurgickému 
odstranění nádoru může předcházet a/nebo jej následovat jako součást neoadjuvantní resp. 
adjuvantní léčby. Selekční tlak chemoterapie na nádorové buňky však může vést ke změně 
jejich molekulárního a expresního profilu a následně i chemosenzitivity a zásadně tak ovlivnit 
další průběh léčby. Cílem této práce bylo zmapovat změny v expresi vybraných markerů 
v karcinomu prsu po neoadjuvantní chemoterapii, které by mohly přispět k porozumění, jakou 
roli tyto proteiny a geny sehrávají při odpovědi nádoru na léčbu a vzniku chemorezistence. 
Imunohistochemická analýza exprese standardních markerů karcinomu prsu 
[estrogenových (ER) a progesteronových receptorů (PR), HER2 a proliferační aktivity (Ki67)] 
a proteinů mezibuněčných spojů (claudinů 1, 3 a 4, E- a N-cadherinu) před a po neoadjuvantní 
chemoterapii odhalila pokles exprese PR, Ki67 a claudinu 3 a zvýšení exprese claudinu 1. 
Exprese ER, HER2, claudinu 4, E- a N-cadherinu se významněji nezměnila. Stanovení 
exprese standardních markerů je součástí rutinního bioptického vyšetření vzorků karcinomu 
prsu a je nezbytné pro indikaci léčby. Naše výsledky podporují současná doporučení pro 
opakování vyšetření před indikací adjuvantní chemoterapie. Claudiny a cadheriny se podílejí 
na regulaci epiteliálně-mezenchymální tranzice (EMT), která ovlivňuje chemosenzitivitu 
nádoru. Změna v expresi claudinů 1 a 3 po léčbě by mohla svědčit pro jejich zapojení 
v odpovědi nádorové tkáně na chemoterapii. Exprese standardních markerů navíc korelovala 
s expresí claudinu 1 a N-cadherinu. 
V další části práce jsme metodou kvantitativní polymerázové řetězové reakce s reverzní 
transkripcí (qRT-PCR) stanovili transkripční profil 84 genů asociovaných s apoptózou, jejíž 
funkční mechanismus je pro chemosenzitivitu nádorových buněk zásadní. Panel 13 genů, 
jejichž exprese se po léčbě změnila (MCL1, IGF1R, BCL2L10, BCL2A1, HRK, CASP8, 
CASP10, CASP14, FADD, TNFRSF25, TNFSF8, CD70 a CIDEB), by mohl najít uplatnění 
jako součást multigenové eseje pro zpřesnění stratifikace pacientek dle očekávané prognózy. 
Výsledky dizertační práce upozorňují na možné změny v expresním profilu karcinomu 
prsu po chemoterapii, které mohou ovlivnit průběh další léčby, a rozšiřují znalosti o 
konkrétních proteinech a genech, jejichž exprese může souviset s odpovědí nádoru na léčbu. 
 




Chemotherapy is one of the basic therapeutic procedures of breast cancer (BC) which may 
precede and/or follow the surgical resection of a tumor as a part of neoadjuvant or adjuvant 
therapy. However, the selective pressure of chemotherapy on tumor cells may change their 
molecular and expression profile and thus also their chemosensitivity. The aim of our work 
was to document the expression changes of selected markers in BC after neoadjuvant 
chemotherapy, which may contribute to the understanding of the role of these proteins and 
genes in tumor response to chemotherapy and the development of chemoresistance.  
Immunohistochemical analysis of expression of standard BC markers [estrogen (ER) and 
progesterone receptors (PR), HER2 and proliferation activity (Ki67)] and intercellular 
junction proteins (claudin 1, 3 and 4, E- and N-cadherin) before and after neoadjuvant 
chemotherapy revealed a decrease of PR, Ki67 and claudin 3 expression and an increase of 
claudin 1 expression. The expression of ER, HER2, claudin 4, E- and N-cadherin proved to be 
stable. Assessment of standard BC markers is performed routinely during a bioptic 
investigation as a necessary factor for therapy indication. Our results support the current 
recommendations for the re-examination before indication of adjuvant chemotherapy. 
Claudins and cadherins participate in the regulation of epithelial-mesenchymal transition 
(EMT), which affects tumor chemosensitivity. The changes of claudin 1 and 3 expression 
indicate their involvement in the response of BC to chemotherapy. Moreover, the expression 
of standard BC markers correlated with the expression of claudin 1 and N-cadherin. 
Further, using real-time quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (qRT-
PCR), we evaluated the transcriptional profile of 84 genes associated with apoptosis, which 
serves a key role in tumor chemosensitivity. We proposed a panel of 13 genes with different 
expression before and after therapy (MCL1, IGF1R, BCL2L10, BCL2A1, HRK, CASP8, 
CASP10, CASP14, FADD, TNFRSF25, TNFSF8, CD70 and CIDEB), which can be employed 
in multigene assays to provide a more precise estimation of the patient's prognosis. 
Our work presents changes of the expression profile of BC after chemotherapy that might 
affect further course of treatment. Our results expand knowledge about proteins and genes 
involved in tumor response to therapy.  
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AI  apoptotický index 
cDNA  komplementární DNA 
DAPI  4',6-diamidin-2-fenylindol 
DCIS  duktální karcinom in situ 
EMT  epiteliálně-mezenchymální tranzice 
ER  estrogenové receptory 
FISH  fluorescenční in situ hybridizace 
HE  hematoxylin-eosin 
IHC  imunohistochemie 
ILC  invazivní lobulární karcinom 
NST  (invazivní karcinom prsu) nespecifického typu, duktální  
PR  progesteronové receptory 
PCR  polymerázová řetězová reakce 
pCR  kompletní patologická odpověď 
PFS  přežití bez progrese 
qRT-PCR kvantitativní polymerázová řetězová reakce s reverzní transkripcí 
TDT  terminální deoxynukleotidyltransferáza 
TMA  tkáňový mikročip 
TUNEL terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick-end labeling 
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Tabulka 3. Claudiny a cadheriny: klinicko-patologická charakteristika 62 případů karcinomu 
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Tabulka 4. Claudiny, cadheriny a standardní markery karcinomu prsu: imunohistochemická 
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Obrázek 1. Reprezentativní příklad invazivního karcinomu prsu nespecifického typu (NST, 
duktálního) před a po neoadjuvantní chemoterapii: (A) Invazivní karcinom NST solidního 
uspořádání v core cut biopsii před léčbou; HE, 200x. (B) Reziduální karcinom převážně 
solidního uspořádání s ložisky kribriformní úpravy s regresivními změnami [ložiskovou 
nekrózou (černé hvězdičky) a fibrózou (bílá hvězdička)] po léčbě; HE, 100x. 
Obrázek 2. Imunohistochemické vyšetření HER2: (A – případ č. 1, C – případ č. 4) Silná 
membránová pozitivita (3+) před neoadjuvantní chemoterapií, 200x. (B - případ č. 1) Velmi 
slabá nekompletní membránová pozitivita (1+) po léčbě, 200x. (D – případ č. 4) Úplná 
absence zabarvení (0) po léčbě, 200x.  
Obrázek 3. Vyšetření HER2 pomocí dvoubarevné fluorescenční in situ hybridizace (FISH) za 
použití sond pro gen HER2 (červené signály) a centromeru chromozomu 17 (CEP17, zelené 
signály): (A – případ č. 1, C – případ č. 4) Amplifikace signálů HER2 před léčbou, 1000x. 
Poměr HER2/CEP17 byl 3,6 (A) a 6,4 (C). (B – případ č. 1, D – případ č. 4) Bez amplifikace 
8 
 
po léčbě, 1000x. Poměr HER2/CEP17 byl 1,5 (B) a 1,3 (D). Pozitivní výsledek byl definován 
jako HER2/CEP17 > 2.    
Obrázek 4. Exprese HER na úrovni mRNA stanovená pomocí qRT-PCR: (A - případ č. 1., B - 
případ č. 4) Výsledek pozitivní pro amplifikaci HER2 byl definován jako poměr HER2 : 
RPL23 > 2 (p<0.05, párový t-test). 
Obrázek 5. Reprezentativní příklad změny statusu HER2 z negativního před neoadjuvantní 
chemoterapií na pozitivní po chemoterapii [výsledek imunohistochemického vyšetření (IHC) 
byl potvrzen fluorescenční in situ hybridizací (FISH)]: (A) Negativní HER2 v core cut biopsii 
před léčbou; IHC, 400x. (B) Slabá až středně silná membránová pozitivita HER2 u více než 
10 % nádorových buněk hodnocená jako 2+ (pozitivní); IHC, 400x. (C, D) Dvoubarevná 
FISH se sondami pro gen HER2 (červené signály) a centromeru chromozomu 17 (CEP17, 
zelené signály); 1000x. Poměr HER2/CEP17 byl 1,6 před (C) a 3,4 po léčbě (D); pozitivní 
výsledek byl definován jako HER2/CEP17 > 2.  
Obrázek 6. Reprezentativní příklady změn exprese claudinů v invazivním karcinomu prsu 
nespecifického typu (NST) po neoadjuvantní chemoterapii stanovené imunohistochemicky: 
(A) Slabá tečkovitá membránová pozitivita claudinu 1 v core cut biopsii před léčbou; 200x. 
(B) Silná souvislá membránová pozitivita claudinu 1 v reziduální nádorové tkáni u stejné 
pacientky; 600x. (C) V některých buňkách tečkovitá, v jiných až souvislá membránová 
pozitivita claudinu 1 v core cut biopsii před léčbou; 200x. (D) Obdobný charakter exprese 
claudinu 1 v reziduální nádorové tkáni u stejné pacientky. Intenzivnější kontinuální pozitivitu 
lze pozorovat v ložiscích duktálního karcinomu in situ (DCIS, černá šipka) a drobném 
nenádorovém vývodu (bílá šipka); 200x. (E) Převážně souvislá membránová pozitivita 
claudinu 3 v core cut biopsii; 600x. (F) Téměř nerozeznatelné ložiskové membránové 
zabarvení claudinu 3 v reziduální nádorové tkáni u stejné pacientky; 600x. (G) Středně silná 
membránová pozitivita claudinu 4 ve většině nádorových buněk v core cut biopsii před 
léčbou; (retrakční artefakty) 600x. (H) Obdobný charakter exprese claudinu 4 v reziduální 
nádorové tkáni u stejné pacientky; 200x. 
Obrázek 7. Reprezentativní příklad imunohistochemicky stanovené exprese claudinů 
v nenádorové tkáni mléčné žlázy: (A) Nenádorový vývod (černá šipka) obklopený invazivním 
karcinomem nespecifického typu (NST, duktálním), který se disperzně šíří v podobě 
drobných shluků buněk (bílé šipky) ve vazivovém stromatu. V přehledně zachycené části 
vývodu je exprese claudinu 1 soustředěná do apikální a přilehlé laterální části membrány 
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luminálních buněk. V tomto případě nádorové buňky exprimovaly claudin 1 s přibližně 
stejnou intenzitou, nicméně bez polarity zřetelné u buněk nenádorových; 200x. (B) 
Terminální tubulo-lobulární jednotka s predominantně apikální expresí claudinu 1, která je 
obvykle slabší intenzity než exprese claudinu 3 a 4; 200x. (C, D) Stejná terminální tubulo-
lobulární jednotka se silnou souvislou expresí claudinu 3, respektive claudinu 4 v apikální a 
laterální části membrány luminálních buněk; 200x. 
Obrázek 8. Změny exprese claudinů po neoadjuvantní chemoterapii. Exprese claudinu 1 po 
léčbě vzrostla, zatímco exprese claudinu 3 poklesla. V expresi claudinu 4 k významným 
změnám nedošlo.   
Obrázek 9. Reprezentativní příklad detekce apoptoticky zanikajících buněk. (A – před léčbou, 
B – po léčbě) Imunohistochemické vyšetření pomocí protilátky specifické proti aktivované 
kaspáze 3 s cytoplazmatickou pozitivitou apoptoticky zanikajících buněk, 200x. (C – před 
léčbou, D – po léčbě) Zelená fluorescence v jádrech apoptoticky zanikajících buněk, kde 
došlo k inkorporaci fluoresceinu-12-dUTP, 1000x. 
Obrázek 10. Dendrogram z hierarchické shlukové analýzy exprese genů asociovaných 
s apoptózou v karcinomu prsu u 16 pacientek. Profilování genové exprese bylo provedeno 
pomocí qRT-PCR. Nadprůměrná exprese pro daný gen je znázorněna červenými čtverci, 
podprůměrná zelenými. Větve reprezentující případy s dobrou odpovědí na léčbu jsou 
znázorněny modře, se špatnou odpovědí na léčbu červeně.      
Obrázek 11. Doba přežití bez progrese (progression-free survival, PFS). Analýza exprese 13 
genů asociovaných s apoptózou ukázala významný rozdíl mezi skupinami s dobrou a špatnou 
prognózou (p<0.05).  
Obrázek 12. Změny v expresi genů asociovaných s apoptózou po léčbě. Dvojnásobná změna v 
genové expresi byla stanovena jako práh pro hodnocení upregulace (kladné hodnoty) a 
downregulace (záporné hodnoty). V expresi uvedených genů před a po léčbě byly zjištěny 
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Karcinom prsu je nejčastějším zhoubným nádorem žen a druhým nejčastějším vůbec, s 
vysokou incidencí zejména v rozvinutých zemích. V České republice je každoročně 
diagnostikováno více než 6500 nových onemocnění a přibližně 2000 pacientek na karcinom 
prsu zemře (UZIS-ČR, 2017). Setrvalý mírný vzestup incidence byl v rozvinutých zemích 
zastaven mamografickým screeningem, v České republice prováděným plošně od roku 2002, 
díky kterému je onemocnění nezřídka zachyceno a odstraněno již v preinvazivním stadiu. 
Záchyt preinvazivních a časných stádií onemocnění spolu s rozvojem nových léčebných 
postupů se však odráží zejména na poklesu mortality (Lakhani S. R. et al., 2012; UZIS-ČR, 
2017).  
Histologická klasifikace karcinomu prsu nyní zahrnuje více než 20 typů, z nichž 
nejčastější je invazivní karcinom nespecifického typu (NST, invasive carcinoma of no special 
type) neboli duktální, který ze všech zhoubných nádorů prsu tvoří 40–75 %. Široký rozptyl 
hodnot je daný značnou heterogenitou této skupiny, kam spadají nádory bez specifických 
morfologických rysů, jejichž absence znemožňuje stanovit přesná klasifikační kritéria. 
Vyskytuje se u pacientek všech věkových kategorií, nicméně stejně jako karcinom prsu 
obecně je málo častý před 40. rokem. 5–10 % všech karcinomů prsu představuje hereditární 
forma podmíněná zárodečnou mutací genu BRCA1 nebo BRCA2, také nejčastěji v podobě 
invazivního karcinomu NST (Lakhani S. R. et al., 2012). 
 
1.1. Léčba karcinomu prsu a indikace chemoterapie 
Základem léčby je chirurgická resekce nádoru, v indikovaných případech doplněná o 
lymfadenektomii. Stále významnější roli však hraje předcházející, tzv. neoadjuvantní, či 
následná, tzv. adjuvantní chemoterapie, obvykle v kombinaci s radioterapií, hormonální 
terapií a ve vybraných případech tzv. cílenou biologickou léčbou. Použití neoadjuvantní 
chemoterapie ve více než 80 % případů vede k redukci objemu primárního nádoru a umožnění 
tzv. prs šetřícího chirurgického výkonu a případně snížení počtu postižených lymfatických 
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uzlin (Buchholz T. A. et al., 2003). Adjuvantní chemoterapie cílí na reziduální ložiska nádoru, 
cirkulující nádorové buňky nebo incipientní metastázy, které se nacházejí mimo resekovanou 
oblast. Prognóza pacientek s časným stadiem karcinomu prsu se výrazně zlepšila a v 
současnosti je velmi dobrá jak díky včasnému záchytu mamografickým screeningem, tak díky 
zavedení adjuvantní a později neoadjuvantní chemoterapie u pacientek s vysokým rizikem 
rekurence nádoru (Lakhani S. R. et al., 2012). Podle Early Breast Cancer Trialists 
Collaborative Group u rizikových pacientek s agresivním typem nádoru neo/adjuvantní 
chemoterapie snižuje mortalitu až o 38 % a v kombinaci s hormonální léčbou až o polovinu, 
zatímco pacientky s nízkým rizikem relapsu z neo/adjuvantní chemoterapie neprofitují a při 
jejím podání by byly zbytečně vystaveny jejím vedlejším účinkům (Clarke M. et al., 2005). 
Rozhodnutí o podání chemoterapie tedy závisí na odhadu rizika relapsu onemocnění. St. 
Gallen Consensus Panel v roce 2005 ustanovil tři stupně rizika – nízké, střední a vysoké 
(Goldhirsch A. et al., 2009). Odhad je založen na kombinaci klinických a patologických 
faktorů, které zahrnují věk pacientky, velikost primárního nádoru, počet postižených 
lymfatických uzlin, přítomnost vaskulární invaze, histologický typ nádoru, stupeň 
diferenciace (grade) a imunohistochemické (IHC) znaky zahrnující proliferační aktivitu 
(Ki67), expresi estrogenových (ER) a progesteronových receptorů (PR) a HER2 (Eifel P. et 
al., 2001; Buchholz T. A. et al., 2003; Goldhirsch A. et al., 2005). Za špatné prognostické 
faktory se považují věk pacientky pod 35 let, velikost nádoru přesahující 2 cm, pozitivní 
lymfatické uzliny či vaskulární invaze, nízká diferenciace nádoru, vysoká proliferační 
aktivita, absence exprese hormonálních receptorů a overexprese HER2 (Oakman C. et al., 
2010).   
Rutinně používaný model má však své limity zejména u pacientek se středním stupněm 
rizika relapsu onemocnění, kdy není zřejmé, pro které z nich bude neo/adjuvantní 
chemoterapie přínosem a pro které zbytečnou zátěží. Navíc není dostatečný pro predikci 
odpovědi na konkrétní režim chemoterapie, která může být značně odlišná i u nádorů shodné 
morfologie a stadia (Pusztai L., 2009; Bauer K. et al., 2010). Tyto rozpory odráží značně 
heterogenní genetickou podstatu karcinomu prsu a nutnost rozšíření prognostických a 
prediktivních modelů pro individualizaci léčby tak, aby byla tzv. šitá na míru pacientce i 
nádoru (Pusztai L., 2009). Za tímto účelem byla vyvinuta řada multigenových esejí, které 
stanovují stupeň rizika relapsu onemocnění na základě exprese stanoveného souboru genů 
asociovaných s nádorem. Některé z nich jako např. Mammaprint, PAM50 (Prosigna kit) a 
Oncotype DX Breast Recurrence Score byly schváleny Úřadem pro kontrolu potravin a léčiv 
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(Food and drug administration) v USA pro klinické použití jako doplňující vyšetření u 
pacientek s časným, hormonálně dependentním nádorem (Gyorffy B. et al., 2015). 
V posledních letech jsou tato vyšetření k dispozici i pro pacientky v ČR (Bielcikova Z. et 
Petruzelka L., 2016). Následné studie však odhalily nezanedbatelnou diskordanci při 
porovnání výsledků nejčastěji používaných testů u jednotlivých případů a mezinárodní 
guidelines použití molekulárních testů v rutinní praxi zatím spíše nedoporučují pro nutnost 
jejich další validace (Lakhani S. R. et al., 2012; Gyorffy B. et al., 2015; Ellis I. O. et al., 
2016). Tou se zabývala rozsáhlá studie TAILORx, která vyhodnotila jako nejspolehlivější 
genomický test pro pacientky se středním rizikem relapsu Oncotype DX Breast Recurrence 
Score, jehož perspektiva využití v klinické praxi tím výrazně stoupla (Telli, M. L. et al., 
2019).                 
Na základě jedné z multigenových esejí byla vyvinuta tzv. molekulární klasifikace 
karcinomu prsu, jejíž terminologie po přijetí na St. Gallen Consensus Conference v roce 2011 
figuruje v mezinárodních guidelines (Perou C. M. et al., 2000; Gnant M. et al., 2011). Dosud 
však není ustálená a její klinický přínos je sporný (Ellis I. O. et al., 2016). Zejména 
v souvislosti s molekulární klasifikací karcinomu prsu vzrostl počet studií zabývajících se 
rodinou proteinů mezibuněčných těsných spojů, claudinů a jejich možného prognostického a 
prediktivního významu (Myal Y. et al., 2010; Prat A. et al., 2010; Kwon M. J., 2013). 
Vzhledem k tomu, že jsou zřejmě zapojeny do regulace nádorových kmenových buněk a 
spolu s molekulami adhezních spojů, cadheriny, se podílejí na procesu epiteliálně-
mezenchymální tranzice (EMT), jejich exprese může mít význam pro vznik chemorezistence 
nádoru (Kwon M. J., 2013; Lin X. et al., 2013; Zhou B. et al., 2015). Další studie navíc 
naznačují jejich pravděpodobné zapojení do mnoha dalších kroků karcinogeneze (Turksen K. 
et Troy T. C., 2011; Ding L. et al., 2013). Některé z claudinů také představují slibný cíl 
protinádorové léčby, která by v budoucnu mohla podpořit efekt chemoterapie zejména u 
chemorezistentních nádorů (Morin P. J., 2005; Saeki R. et al., 2009; Walther W. et al., 2012). 
Další oblastí s velkým potenciálem pro predikci, nebo dokonce ovlivnění odpovědi na léčbu 
je komplexní mechanismus apoptózy, jejíž změny jsou zcela klíčové jak při karcinogenezi, 
tak při odpovědi nádorových buněk na léčbu včetně vzniku chemorezistence (Wong R., 2011; 
Hassan M. et al., 2014). 
Změny nádorové tkáně vyvolané léčbou se odehrávají jak na úrovni morfologické, tak 
molekulární. Selekční tlak chemoterapie vede ke změně profilu exprese přežívajících 
nádorových buněk, které se tak mohou stát na aktuální léčbu rezistentní (Ryška A., 2015). 
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Změna expresního profilu nádoru může být významná zejména u pacientek, které v průběhu 
léčby podstoupí jak neoadjuvantní, tak adjuvantní chemoterapii, a na těchto nádorech lze 
zároveň tyto změny zachytit porovnáním stavu před a po chemoterapii. Jejich mapování může 
přispět k porozumění, jakou roli tyto geny a jejich produkty sehrávají při odpovědi 
nádorových buněk na léčbu.  
V naší práci jsme se zaměřili na změny exprese vybraných proteinů/genů v nejčastějších 
histologických typech karcinomu prsu po neoadjuvantní chemoterapii. Zahrnuli jsme do ní jak 
standardně vyšetřované markery karcinomu prsu (ER, PR, HER2 a Ki67), z nichž všechny 
nesou významnou prognostickou i prediktivní výpovědní hodnotu, tak proteiny/geny, které by 
se mohly uplatnit v budoucnu jako součást prognosticko-prediktivních multigenových panelů 
či jako cíle biologické léčby v rámci komplexního individualizovaného přístupu (claudiny, 
cadheriny, geny asociované s apoptózou).               
 
1.2. Standardní markery karcinomu prsu  
Mezi rutinně IHC vyšetřované markery karcinomu prsu patří ER, PR, HER2 a proliferační 
aktivita stanovená pomocí exprese proteinu Ki67. Vyšetření exprese hormonálních receptorů 
je nezbytné pro indikaci hormonální terapie, na kterou jsou citlivé pouze karcinomy 
hormonálně dependentní. Obdobně, pouze pacientky s nádorem overexprimujícím HER2 
budou profitovat z biologické léčby cílenou anti-HER2 protilátkou (Lakhani S. R. et al., 
2012). Samostatně i v kombinaci umožňují tyto 4 markery odhad biologického chování 
nádoru, mají prognostický význam a spolu s dalšími výše uvedenými klinicko-patologickými 
faktory jsou nezbytné pro odhad rizika relapsu onemocnění a tedy indikaci chemoterapie 
(Eifel I. O. et al., 2001; Buchholz T. A. et al., 2003; Goldhirsch A. et al., 2005). Zcela obecně 
lze říci, že agresivní nádory, které častěji ztrácí expresi hormonálních receptorů, 
overexprimují HER2 a mají vyšší Ki67, jsou citlivější na chemoterapii než nádory s vysokou 
expresí ER a PR, negativním HER2 a nízkou Ki67 (Goldhirsch A. et al., 2009). Hormonální 
receptory a Ki67 jsou však podstatně silnějším prognostickým ukazatelem než HER2 (Bauer 
K. et al., 2010). Příkladem je skupina tzv. triple-negativních karcinomů prsu, agresivních 
nádorů, které neexprimují hormonální receptory ani HER2. V porovnání s nádory hormonálně 
dependentními a/nebo overexprimujícími HER2 pro pacientku znamenají horší prognózu a 
omezené možnosti léčby z důvodu absence cílových molekul, nicméně bývají 




1.2.1. Estrogenové a progesteronové receptory 
Průkaz ER a později i PR má dlouhou historii, jedná se totiž o nejstarší prediktivní markery u 
solidních nádorů. Přítomnost ER byla v karcinomu prsu prokázána již v 50. letech minulého 
století a již od počátku byl zřejmý vliv aktivace ER estrogenem na růst nádorové tkáně 
(Vuong D. et al., 2014; Ryška A., 2015). Obdobný efekt má aktivace PR progesteronem, 
přičemž exprese PR je regulovaná ER (Thakkar J. P., 2011). Od 70. let je průkaz ER využíván 
pro predikci odpovědi karcinomu na hormonální léčbu antagonisty estrogenu, z nichž 
nejznámější je tamoxifen, který se váže na ER a blokuje tak přístup estrogenu (Lakhani S. R. 
et al., 2012). Zpočátku byly ER detekovány biochemicky z nativní homogenizované tkáně, 
nástup IHC však toto vyšetření podstatně zjednodušil a zpřístupnil pro rutinní použití, které je 
pro indikaci hormonální terapie nezbytné. Přibližně 80 % invazivních karcinomů prsu 
exprimuje ER a 50–70 % současně PR (Ryška A., 2015). Citlivost nádoru k hormonální 
terapii koreluje s intenzitou exprese obou receptorů (Lakhani S. R. et al., 2012).   
 
1.2.2. HER2 
Protein HER2 (human epidermal growth factor receptor 2, další možná označení HER2/neu, 
ERBB2, EGFR2) je znám od počátku 80. let minulého století. Spolu s HER1 (EGFR), HER3 
a HER4 patří do rodiny receptorů pro epidermální růstový faktor, transmembránových 
glykoproteinů s tyrosinkinázovou aktivitou (Duffy M. J., 2005). Aktivace těchto receptorů 
navázáním ligandu na extracelulární doménu spustí jejich homo- nebo heterodimerizaci a poté 
fosforylaci intracelulární domény. Jediný HER2 z této rodiny má extracelulární doménu 
slepou a dimerizuje spontánně. Vzhledem k tomu, že se tyto receptory podílejí na regulaci 
buněčné proliferace, diferenciace a přežití, zvýšená aktivace signální dráhy v nádorových 
buňkách vede k jejich proliferaci, zablokování apoptózy a zvýšené neovaskularizaci nádoru a 
schopnosti metastazovat (Davoli A. et al., 2010; Ryška A., 2015).  
Studie z konce minulého století udávaly frekvenci overexprese HER2 v karcinomu 
prsu 20–40 % (Slamon D. J. et al., 1989), současné údaje jsou o něco nižší, v české populaci 
se nyní uvádí 12–15 %. Rozdíl spočívá jak ve výběru pacientek, tak v trvalém poklesu 
relativního zastoupení HER2, ke kterému v populaci dochází. Zastoupení HER2 pozitivních 
nádorů se mění podle věku a rasy pacientek, ale je také ovlivněno užíváním hormonálních 
kontraceptiv a substituční terapie (Ryška A., 2015).  
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Overexprese HER2 je způsobená amplifikací protoonkogenu c-erbB-2 lokalizovaném 
na dlouhém raménku 17. chromozomu. Při rutinním vyšetření karcinomu prsu je stav HER2 
stanoven IHC, přičemž hraniční pozitivita je v dalším kroku ověřena pomocí molekulárních 
metod, nejčastěji fluorescenční in situ hybridizace (FISH). Do 90. let minulého století HER2 
sloužil jako špatný prognostický ukazatel, pro pacientku znamenající vyšší riziko rekurence a 
kratší dobu přežití vzhledem k nižší diferenciaci a vyšší agresivitě HER2-pozitivních nádorů a 
častějším uzlinovým metastázám (Slamon D. J., et al. 1989; Paterson M. C. et al., 1991; Press 
M. F. et al., 1997; Andrulis I. L. et al., 1998). Později byla vyvinuta tzv. biologická léčba 
karcinomu prsu anti-HER2 protilátkou trastuzumabem, která se váže na extracelulární 
doménu receptoru, čímž blokuje heterodimerizaci, brání spuštění signální dráhy a navíc 
indukuje cytotoxicitu závislou na Fc receptoru (Davoli A. et al., 2010). Z HER2 se tím stal 
prediktivní marker, jehož status je nezbytné znát před indikací léčby. Kromě zřejmé 
souvislosti s odpovědí na léčbu anti-HER2 protilátkami se navíc ukázalo, že overexprese 
HER2 je prediktorem dobré odpovědi na neoadjuvantní chemoterapii (Quddus R. M. et al., 
2005).  
 
1.2.3. Proliferační aktivita (Ki67) 
Proliferační aktivita (Ki67) má prognostickou i prediktivní výpovědní hodnotu. Větší 
zastoupení proliferujících buněk znamená agresivnější nádor, který ale na druhou stranu lépe 
reaguje na chemoterapii i hormonální léčbu (Viale G. et al., 2008). Přestože se jedná o jeden z 
klíčových faktorů při rozhodování o léčbě, jeho vyšetření má zejména v malých vzorcích 
z punkční jehlové (core cut) biopsie své limity, které jsou dané zejména nestejnoměrným 
rozmístěním proliferujících buněk ve tkáni, ale i poměrně nízkou shodou mezi hodnotícími 
patology (Ryška A., 2015).  
 
1.3. Molekulární klasifikace karcinomu prsu 
Kromě výzkumu zaměřeného na jednotlivé markery či jejich malé skupiny se od konce 90. let 
s nástupem vysokokapacitní analýzy genové exprese a zejména technologie mikročipů 
(microarrays) začaly uplatňovat profily genové exprese, tedy modely zahrnující desítky až 
desítky tisíc proměnných i jejich vzájemné vazby (Reis-Filho J. S. et al., 2006). Na základě 
jedné z těchto metod vznikla molekulární klasifikace karcinomu prsu, která jej dělí do 
následujících podtypů: luminální (luminal) A a B, HER2-pozitivní (HER2-enriched), bazální 
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(basal-like) a podobné normální prsní žláze (normal-like) (Perou C. M. et al., 2000). Označení 
jednotlivých skupin vychází ze struktury normální prsní žlázy s hormonálně dependentními 
luminálními buňkami zodpovědnými za produkci mléka, zevně obklopenými myoepiteliemi, 
tedy buňkami bazálními, které hormonální receptory postrádají. Pro zjištění příslušné 
podskupiny a zároveň rizika relapsu nemoci lze použít test PAM50 (The Prosigna Breast 
Cancer Prognostic Gene Signature Assay), vyšetření exprese 50 genů z mRNA pomocí 
kvantitativní polymerázové řetězové reakce s reverzní transkripcí (qRT-PCR). Z následných 
studií však vyplývají jak návrhy na další subtypizaci stávajících kategorií, např. luminální typ 
C, tak na nové skupiny nádorů s vlastnostmi více či méně odlišnými od předchozích, např. 
claudin-low nebo claudin-high (Myal Y. et al.; 2010; Prat A. et al.; 2010). Podle většiny 
mezinárodních guidelines není test PAM50 doporučen pro rutinní klinickou praxi a přínos 
molekulární klasifikace karcinomu prsu je tedy spíše ve výzkumné sféře (Ellis I. O. et al., 
2016).  
Ze základních molekulárních podtypů karcinomu prsu jsou nejčastější nádory luminálního 
typu, které exprimují geny typické pro luminální epitelové buňky normální prsní žlázy, jako 
např. cytokeratiny 7, 8, 18 a 19. Luminální typ A tvoří přibližně 40 % karcinomů prsu a má 
nejlepší prognózu. Jedná se o nádory dobře diferencované, s pozitivními hormonálními 
receptory a negativním HER2, které dobře reagují na hormonální terapii, ale špatně na 
chemoterapii. Nádory luminálního typu B jsou v mnohém podobné, ale vzhledem k horší 
diferenciaci, HER2 pozitivitě a/nebo mutaci TP53 mají horší prognózu. Přestože exprimují 
hormonální receptory, odpověď na hormonální léčbu je u nich horší, nicméně lépe reagují na 
chemoterapii (Bielcikova Z. et Petruzelka L., 2016). Nádory HER2 pozitivní neexprimují 
hormonální receptory, mají nízkou diferenciaci a nezřídka mutaci TP53. Bazální typ 
karcinomu prsu je poněkud nesourodá skupina, která se dělí na další podtypy, jimž je 
společná exprese genů typických pro myoepitelové buňky zevní vrstvy vývodů a lobulů 
normální prsní žlázy či obecně bazální epitelie, např. cytokeratiny 5/6 a 14, calponin, p63 či 
hladkosvalový aktin (Leidy J., 2014). Většinou, i když ne vždy, jde o nádory triple-negativní 
(ER-, PR-, HER2-), s mutací TP53, nízce diferencované. Vzhledem k časté mutaci BRCA1 
jsou to nejčastější nádory mladého věku (do 40 let). Jak nádory HER2-pozitivní, tak bazální 
jsou agresivní a nesou špatnou prognózu, alespoň zpočátku však obvykle dobře reagují na 
chemoterapii (Leidy J. et al., 2014). Zatímco pacientky s HER2-pozitivními nádory profitují 
z biologické léčby anti-HER2 protilátkami, u pacientek s bazálním typem karcinomu jsou 
další možnosti léčby zpravidla značně omezené díky negativitě hormonálních receptorů i 
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HER2 (Perou C. M., 2010). Nejméně častá skupina nádorů podobných normální prsní žláze je 
zatím nejhůře definovaná, její imunohistochemický profil se překrývá s luminálním typem A 
(ER+, PR+, HER2-, nízká proliferační aktivita), nicméně prognóza je spíše srovnatelná s 
luminálním typem B (Dai H. et al., 2015).  
Z nově navržených molekulárních podtypů karcinomu prsu je nejvíce diskutovaná skupina 
claudin-low nádorů s nízkou expresí až ztrátou claudinů 3, 4 a 7, E-cadherinu a luminálních 
cytokeratinů, většinou triple-negativních (ER-, PR-, HER2-), exprimujících markery EMT a 
nádorových kmenových buněk (Herschkowitz J. I. et al., 2007). Histologicky se u nich často 
objevuje metaplastická a medulární diferenciace a nádorová tkáň je obvykle prostoupená 
lymfocyty (Prat A. et al., 2010). Další navržená skupina claudin-high karcinomů se vyznačuje 
vysokou expresí claudinů 1 a 4 a negativitou ER. Obě skupiny claudin-low i claudin-high 
zahrnují zejména agresivní nádory, které bývají chemosenzitivní, nicméně další možnosti 
terapie jsou limitované vzhledem k časté triple- nebo ER-negativitě (Myal Y. et al., 2010; Prat 
A. et al., 2010). Jejich význam pro klinickou praxi však dosud není jasný a vyžaduje další 
výzkum (Lakhani S. R. et al., 2012; Ellis I. O. et al., 2016). 
  
1.4. Claudiny a cadheriny 
Claudiny a cadheriny patří mezi hlavní transmembránové molekuly mezibuněčných 
propojení, tzv. těsných a adhezních spojů, které zajišťují adhezi buněk k sobě navzájem i 
v daném kompartmentu, polaritu epitelu či endotelu a v případě těsných spojů také 
permeabilitu tkáně regulací prostupu vody, iontů a makromolekul paracelulárním prostorem. 
Jsou tedy nezbytné pro udržení homeostázy, pevnost i správnou funkci tkáně (Mineta K. et 
al., 2011). Napojení claudinů na cytoskelet a schopnost přenosu signálu do buňky naznačují, 
že navíc pravděpodobně hrají podstatnou roli v buněčné proliferaci, diferenciaci a apoptóze 
(Turksen K. et Troy T. C., 2011; Ding L. et al., 2013; Singh A. B. et Dhawan P., 2015). 
Zatímco cadheriny byly objeveny v 80. letech 20. století a v současné době jich známe více 
než 100 v nejrůznějších typech tkání, claudiny byly objeveny až na přelomu tisíciletí a dosud 
jich bylo popsáno 27 u epitelových a endotelových buněk (Takeichi M., 1977; Mineta K. et 
al., 2011). Exprese obou skupin proteinů byla nalezena jak ve zdravých tkáních, tak u 
nenádorových onemocnění a benigních a maligních nádorů, kde může být odlišná od zdravé 




1.4.1. Cadheriny a EMT 
Cadheriny, jakožto hlavní proteiny mezibuněčných adhezních spojů, hrají při karcinogenezi a 
progresi nádorového onemocnění klíčovou roli během EMT, při níž epiteliální nádorové 
buňky nabývají vlastností mezenchymálních buněk narušením mezibuněčných spojů, ztrátou 
polarity a reorganizací cytoskeletu (Osanai M. et al., 2017). Tyto změny usnadňují a urychlují 
růst nádoru, invazi nádorových buněk do okolních tkání, invazi do cév a metastazování a jsou 
také považovány za faktor přispívající k chemorezistenci (Singh A. et Settleman J., 2010; Lin 
X. et al., 2013).  
V průběhu EMT se mezibuněčné spoje nerozpadají, ale procházejí regulovanými 
změnami, jako je tzv. „cadherin switch“, kdy epiteliální buňky ztrácí původně vysoce 
exprimovaný E-cadherin a začnou exprimovat N-cadherin, který je fyziologicky přítomen ve 
tkáních mezodermálního původu (Hazan R. B. et al., 2000). „Cadherin switch“ je považovaný 
za marker EMT, přestože ztráta exprese E-cadherinu nepodmiňuje expresi N-cadherinu a u 
některých buněk exprimujících N-cadherin zůstává exprese E-cadherinu zcela zachovaná 
nebo je jen snížená (Nieman M. T. et al., 1999; Rai H. et Ahmed J., 2014). 
 E-cadherin je obvykle v nejčastějším typu zhoubného nádoru prsu, invazivním 
karcinomu NST, přítomen ve většině buněk, stejně jako v normálních epiteliích mléčné žlázy. 
Jeho IHC průkaz se využívá v diagnostice pro odlišení invazivního karcionomu NST od 
lobulárního, pro který je charakteristická jeho absence (Lakhani S. R. et al., 2012). N-cadherin 
se v normálních epiteliích mléčné žlázy nevyskytuje, jeho aberantní exprese se však objevuje 
u části invazivních karcinomů (Nieman M. T. et al., 1999; Hazan R. B. et al., 2000).  
 
1.4.2. Claudiny 
Přes rostoucí množství studií zabývajících se rolí claudinů v karcinogenezi, jejich přesná 
úloha zůstává dosud neobjasněna. Důvodem může být složitost a velké množství regulačních 
mechanismů, do kterých jsou claudiny zapojeny. Výsledky studií dokumentují jejich význam 
pro proliferaci, diferenciaci i apoptózu a to zřejmě na více úrovních. Navíc je pravděpodobné, 
že role a exprese claudinů závisí nejen na typu nádoru, ale i na řadě dalších faktorů, např. 
stádiu onemocnění či stupni diferenciace (Turksen K. et Troy T. C., 2011; Ding L. et al., 
2013; Kwon M. J., 2013; Singh A. B. et Dhawan P., 2015). Recentní studie naznačují 
zapojení claudinů v EMT spolu s cadheriny, což není překvapivé, vzhledem k jejich stěžejní 
roli základní kostry mezibuněčných těsných spojů. Právě přes proces EMT se claudiny 
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podílejí na regulaci nádorových kmenových buněk, které mají sebeobnovovací potenciál, a 
tím mohou ovlivnit vznik rezistence nádoru k léčbě a rekurenci po iniciální chemoterapii 
(Singh A. et Settleman J., 2010; Osanai M. et al., 2017). Claudin 1 dle nejnovějších poznatků 
přispívá k tzv. kolektivní migraci, kdy se neoplastické buňky na invazivním okraji uvolní 
z nádorové masy a penetrují do okolních tkání buď na základě EMT nebo nezávisle na EMT 
(Zhou B. et al., 2015). Claudiny 3 a 4 udržují epiteliální fenotyp buněk modulací exprese 
hlavních EMT markerů, zejména pak udržováním exprese E-cadherinu (Lin X. et al., 2013).  
Kombinace exprimovaných claudinů a intenzita jejich exprese se ukázaly být tkáňově 
specifické a charakteristické vzory jejich exprese byly popsány i u mnoha typů nádorů. 
Claudiny 1, 3 a 4 mají aktuálně největší potenciál vstoupit do diagnostiky a predikce odpovědi 
nádoru na léčbu v oblasti mnoha orgánových systémů včetně prsu (Singh A. B. et al., 2010; 
Kwon M. J., 2013; Singh A. B. et Dhawan P., 2015; Osanai M. et al., 2017). Zapojení 
claudinů v karcinogenezi a jejich snadno dostupné extracelulární receptorové domény navíc 
dělají z claudinů slibný cíl nových protinádorových léků, které by v budoucnu mohly podpořit 
efekt chemoterapeutik, zejména u chemorezistentních nádorů (Saeki R. et al., 2009).  
V normální tkáni mléčné žlázy epitel vývodů exprimuje claudiny 1, 3 a 4 s vysokou 
intenzitou. Většina karcinomů prsu si zachovává vysokou nebo i zvýšenou expresi claudinů 3 
a 4, zatímco u claudinu 1 často dochází k downregulaci či úplné ztrátě exprese (Kulka J. et 
Tokes A. M., 2005; Singh A. B. et al., 2010; Turksen K. et Troy T. C., 2011; Ding L. et al., 
2013). Odhalení jiných opakujících se vzorců exprese se vztahem k prognóze a 
chemosenzitivitě nádoru vedlo k navržení výše popsaných nových skupin nádorů 
v molekulární klasifikaci karcinomu prsu, tedy claudin-low a claudin-high (Myal Y. et al., 
2010; Prat A. et al., 2010; Dias K. et al., 2017).     
 
1.5. Role apoptózy v karcinogenezi a protinádorové léčbě 
Apoptóza neboli programovaná buněčná smrt, poprvé popsaná v roce 1970, je jedním z 
nejstudovanějších biologických procesů (Kerr J. F.. et al., 1972; Wong R., 2011). Vzhledem k 
tomu, že u dlouho žijících mnohobuněčných organismů je naprosto nezbytná k udržení 
homeostázy tkání, její defekty jsou podstatou mnoha onemocnění. Zatímco přehnaná 
apoptóza vede k degenerativním onemocněním, imunodeficitům či infertilitě, nedostatečná 
apoptóza vede ke karcinogenezi či autoimunitním onemocněním (Hassan M. et al., 2014).  
22 
 
Souvislost apoptózy s eliminací potenciálně maligních buněk, hyperplazií a progresí 
tumoru byla zřejmá prakticky hned od jejího objevu. Díky chybám v apoptóze se nádorovým 
buňkám prodlužuje životnost a zvyšuje práh citlivosti na oxidativní stres a hypoxii při růstu 
nádoru. Delší životnost nádorových buněk vede k nahromadění dalších genetických alterací, 
které deregulují proliferaci a diferenciaci, podporují angiogenezi a zvyšují invazivitu i 
schopnost přežít bez ukotvení do extracelulární matrix a tedy metastazovat. Kromě toho je 
defektní apoptóza podstatou resistence nádorových buněk na imunitní mechanismy 
cytotoxických T-lymfocytů a NK buněk (Hassan M. et al., 2014). Na jakékoliv úrovni 
mechanismu apoptózy může dojít ke změně, která umožní nádorové buňce apoptóze uniknout 
a podpořit tak vznik a růst nádoru. Pro zjednodušení je možné tyto změny shrnout do tří 
hlavních oblastí: 1) vychýlení rovnováhy mezi pro- a protiapoptotickými faktory, 2) snížená 
aktivita kaspáz a 3) snížená signalizace přes receptory smrti (Wong R., 2011).    
Cytotoxické protinádorové léky vyvolávají zánik nádorových buněk, a to jak v podobě 
apoptózy, tak nekrózy, tedy nespecifické buněčné smrti, ale i dalších, hůře definovaných 
podob buněčné smrti. Apoptóza je většinou vyvolaná interakcí chemoterapeutika s DNA, 
která způsobí její ireverzibilní změny (např. 5-fluorouracil, deriváty platiny), další léky 
interferují s polymerizací a depolymerizací mikrotubulů (taxany). Defekty apoptózy jsou tedy 
často zodpovědné i za rezistenci nádoru k léčbě (Fulda S. et Debatin K. M., 2000-2013). 
Takřka každá nalezená odchylka v mechanismu apoptózy u nádorových buněk je 
potenciálně využitelným cílem protinádorové léčby. Celá řada studií se zabývá možnostmi, 
jak obnovit v nádorových buňkách schopnost apoptózy. Strategie, kterými lze docílit 
odstranění defektů apoptózy, zahrnují genovou terapii, regulaci exprese, přímou interakci s 
daným proteinem a imunoterapii. Mezi nejčastější výzkumné subjekty patří rodina BCL2, IAP 
a p53 (Fulda S. et Debatin K. M., 2000-2013; Kasibhatla S. et Tseng B., 2003; Wong R., 
2011; Hassan M. et al., 2014). V souvislosti s terapií cílenou na stimulaci apoptózy však 
vyvstává mnoho otázek, zejména jaký bude mít efekt na nenádorové buňky. Přesto mají tyto 
látky velký potenciál doplnit stávající algoritmy onkologické léčby, podpořit účinek 





1.5.1. Mechanismus apoptózy 
K aktivaci apoptózy dochází dvěma základními cestami, vnější receptorovou a vnitřní 
mitochondriální.  
Vnější dráhu spouští navázání ligandu na receptor smrti (death receptor). Ligandem 
může být např. TNF nebo Fas ligand produkovaný imunitními buňkami či apokrinní sekrecí, 
dále však i řada cytokinů, růstových faktorů, hormonů či toxinů. Mezi nejznámější receptory 
smrti patří rodina TNF receptorů, konkrétně např. TNF receptor 1 (TNFR1) a Fas (CD95). Po 
navázání ligandu receptory trimerizují, čímž se aktivuje tzv. doména smrti (death domain) a 
vytváří se tak vazebné místo pro adapterový protein, jako např. TRADD (TNF receptor-
associated death domain) nebo FADD (Fas-associated death domain). Výsledný komplex 
DISC (death-inducing signaling complex) váže homodimer inaktivních prokaspáz 8 a 
proteolyticky jej aktivuje na homodimer iniciátorových kaspáz 8. Aktivovaná kaspáza 8 
potom štěpí efektorové prokaspázy 3 a 7 na kaspázy 3 a 7, které jsou spolu s kaspázou 6 
(aktivovaná kaspázou 3) zodpovědné za rozklad intracelulárních struktur, včetně proteinkináz, 
cytoskeletu, proteinů opravy DNA a inhibitorů endonukleáz, které se tím aktivují a degradují 
DNA (Wong R., 2011).  
Vnitřní dráha je aktivovaná zevnitř buňky mnoha podněty, např. neopravitelným 
poškozením DNA, hypoxií, velmi vysokou koncentrací Ca²+, nedostatkem růstových faktorů, 
virovou infekcí, radiací, některými léky a v neposlední řadě onkogenní aktivací (Hassan M. et 
al., 2014; Wong R., 2011). Při události spouštějící apoptózu, např. poškození DNA, hromadící 
se protein p53 zastaví buněčný cyklus a mimo jiné uvolní z jádra či aktivuje proapoptotické 
proteiny, zvýší se permeabilita mitochondriální membrány a do cytoplazmy se uvolní další 
proapoptotické molekuly, zejména cytochrom-c. Propustnost mitochondriální membrány a 
tedy celá vnitřní dráha je regulovaná proteiny z rodiny BCL2, respektive rovnováhou mezi 
jejími pro- a protiapoptotickými zástupci. Tato regulace zahrnuje značné množství proteinů a 
složité interakce mezi nimi, které jsou známé pouze částečně (Korsmeyer S. J. et al., 2000; 
Chipuk J. E. et Green D. R., 2008; Song G. et al., 2011). Cytochrom-c v cytosolu vytváří s 
proteinem APAF-1 a ATP pentamerní strukturu, která váže prokaspázu 9 a mění ji na aktivní 
kaspázu 9. Celý komplex zvaný apoptosom aktivuje efektorové prokaspázy 3 a 7 a další 
průběh je již obdobný jako u dráhy vnější. Další molekuly uvolněné z membrány 
mitochondrií jsou zodpovědné např. za kondenzaci DNA [AIF (apoptosis-inducing factor), 
endonukleáza G] nebo inhibici inhibitorů kaspáz IAP (inhibitors of apoptosis proteins) 
(Smac/DIABLO a Omi/HtrA2) (Fulda S. and Debatin K. M., 2000-2013). 
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Do procesu apoptózy je zahrnuto obrovské množství dalších regulačních molekul pro 
obě dráhy, jejichž regulace je navíc v některých místech propojena, např. BH3-only proteinem 
Bid z BCL2 rodiny, který může být aktivován i z vnější dráhy kaspázou 8 (Elmore S., 2007).   
Kromě těchto hlavních drah může být apoptóza spuštěna i dalšími mechanismy, např. 
přes endoplazmatické retikulum nebo na kaspázách nezávisle přes AIF (Wong R., 2011).  
 
1.5.2. Morfologické změny při apoptóze 
Prvním viditelným jevem v optickém mikroskopu je kondenzace chromatinu, svraštění a 
rozpad jádra neboli karyorexe, způsobená fragmentací DNA endonukleázami. Později dochází 
ke zmenšení buňky a změny v ultrastruktuře organel jsou patrné jako zahuštění a zvýraznění 
eosinofilie cytoplazmy. Buněčná membrána zůstává zachovaná po celý proces apoptózy a ke 
konci začne vytvářet záhyby, které po rozpadu buňky obklopují jednotlivá apoptotická tělíska. 
Již na počátku apoptózy se na zevním povrchu buněčné membrány objevuje signál pro 
makrofágy v podobě fosfatidylserinu, který je u vitálních buněk exprimovaný ve vrstvě 
vnitřní. Makrofágy tak často rozeznají a fagocytují zanikající buňku ještě dřív, než se 
rozpadne na apoptotická tělíska, což je také důvod, proč byla apoptóza objevena relativně 
pozdě. Vzhledem k tomu, že se intracelulární molekuly v procesu apoptózy nedostávají do 
kontaktu s extracelulárním prostředím, nedochází k zánětlivé odpovědi jako u nekrózy, kdy je 
integrita buněčné membrány narušena velmi časně (Kerr J. F. et al., 1994; Hacker G., 2000; 
Elmore S., 2007; Wong R., 2011). 
 








2. HYPOTÉZA A CÍLE PRÁCE 
 
Práce se zabývá studiem biomarkerů karcinomu prsu, a to jak standardních, používaných v 
rutinní praxi již desítky let (ER, PR, HER2, Ki67), tak experimentálních, které by se mohly 
uplatnit v budoucnu jako součást prognosticko-prediktivních multigenových panelů či jako 
cíle biologické léčby v rámci komplexního individualizovaného přístupu. Jednu skupinu 
zkoumaných markerů tvoří proteiny mezibuněčných těsných a adhezních spojů, claudiny a 
cadheriny, které se podílejí na regulaci EMT a mohly by tedy ovlivňovat chemosenzitivitu 
nádoru. Druhou skupinou jsou geny asociované s apoptózou, jejíž funkční mechanismus je 
pro chemosenzitivitu nádorových buněk zásadní. 
Hypotéza: V nádorových buňkách dochází vlivem chemoterapie ke změnám expresního 
profilu. U konkrétního typu nádoru, v našem případě karcinomu prsu, se vyskytují častěji 
změny v expresi některých konkrétních proteinů/genů, které souvisejí nebo by mohly souviset 
s citlivostí nádoru na léčbu a jejichž změněná exprese by tedy mohla mít dopad na další 
průběh léčby. 
 
Hlavním cílem práce je mapování změn exprese výše uvedených proteinů a genů po 
neoadjuvantní chemoterapii na základě porovnání jejich exprese v nádoru před a po aplikaci 
léčby a zhodnocení jejich významu v kontextu současných znalostí a v případě standardních 
markerů v kontextu současných doporučení pro standardizované bioptické vyšetření. U 
claudinů a cadherinů sledování změn po chemoterapii a jejich korelace se standardními 
markery může přispět k porozumění jejich role v odpovědi nádoru na chemoterapii, ale i 
v samotné karcinogenezi karcinomu prsu. Poslední část práce je věnována identifikaci genů 







Konkrétně lze cíle práce shrnout do těchto bodů: 
 
a) Analýza změn exprese ER, PR a Ki67 za použití IHC a HER2 za použití IHC, FISH a 
qRT-PCR po neoadjuvantní chemoterapii. 
 
b) IHC analýza exprese claudinů 1, 3 a 4 a E- a N-cadherinu před a po neoadjuvantní 
chemoterapii. 
 
c) Vzájemná korelace exprese sledovaných claudinů, cadherinů a standardních markerů 
před a po chemoterapii na podkladě IHC analýzy.  
 
d) Molekulární analýza expresního profilu 84 genů asociovaných s apoptózou před a po 
neoadjuvantní chemoterapii za účelem identifikace genů zapojených do reakce nádorových 







3. MATERIÁL A METODY 
 
3.1. Tkáňové vzorky 
Tkáňové vzorky karcinomů prsu byly získány během diagnostické punkční jehlové (core cut) 
biopsie a terapeutického chirurgického zákroku (segmentální resekce či mastektomie) a byly 
biopticky vyšetřeny na Ústavu patologie 1. Lékařské fakulty a Všeobecné fakultní nemocnice 
v Praze v letech 2006–2015. Práce celkem zahrnuje vzorky od 82 pacientek ve věkovém 
rozmezí od 23 do 77 let (medián 54 let), které před terapeutickým chirurgickým zákrokem 
podstoupily neoadjuvantní chemoterapii. Od každé pacientky byly vybrány dva vzorky – 
jeden z diagnostické punkční biopsie odebraný před neoadjuvantní léčbou, a druhý z 
definitivního chirurgického resekátu obsahující reziduální nádor po neoadjuvantní léčbě 
nejčastěji antracykliny a/nebo taxany, v případě HER2-pozitivních nádorů v kombinaci s anti-
HER2 protilátkou. Následně popsaná vyšetření byla vždy provedena na obou spárovaných 
vzorcích. V tabulkách 1-3 (str. 36–39) je uvedena klinicko-patologická charakteristika 
jednotlivých vyšetřovaných souborů.  
 
3.2. Histologické vyšetření 
Všechny vzorky byly nejprve fixovány v 10% neutrálním pufrovaném formalínu při pokojové 
teplotě 6-24 h a poté zality do parafínu. Pro dosažení optimální fixace u vzorků z mastektomie 
byla tkáň bezprostředně po příjmu vzorku do bioptické laboratoře Ústavu patologie upravena 
pomocí paralelních řezů po 10 mm, které umožňují rovnoměrný prostup fixační tekutiny 
celým preparátem. Tímto postupem se lze vyvarovat suboptimální fixaci tkáně a následné 
alteraci výsledků IHC vyšetření, zejména falešné negativity.  
Histologické vyšetření bylo provedeno patologem na preparátech o tloušťce 3 µm, 
standardně barvených hematoxylinem eosinem (HE). Histologický typ a stupeň diferenciace 
nádoru (grade) byly stanoveny dle WHO Tumors of the Breast and Female Genital Organs 
(Tavassoli F. A. et Devilee P., 2003), respektive WHO Classification of Tumors of the Breast 
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(Lakhani S. R. et al., 2012). Stupeň differenciace byl hodnocen podle Nottinghamského 
systému Elstona a Ellise.  
Odpověď na neoadjuvantní léčbu v reziduálním tumoru byla hodnocena dle Chevallierovy 
klasifikace: I – žádný reziduální karcinom, II – karcinom in situ, III – invazivní karcinom se 
stromální fibrózou, IV – žádné nebo nevýznamné regresivní změny v invazivním karcinomu 
(Chevallier B. et al., 1993). Byly vybrány pouze takové vzorky definitivních resekátů, které 
obsahovaly reziduální invazivní karcinom s výraznými (kategorie III) či méně výraznými 
nebo žádnými (kategorie IV) regresivními změnami po neoadjuvantní chemoterapii, 
s výjimkou 4 nádorů u kterých došlo ke kompletní patologické odpovědi (pCR, kategorie I a 
II) v částech práce zabývající se změnami exprese HER2 a transkripčního profilu sledovaných 
genů asociovaných s apoptózou.   
 
3.3. IHC, cytogenetické a molekulárně biologické vyšetření HER2 
 
3.3.1. IHC vyšetření HER2 
IHC vyšetření HER2 bylo provedeno na obou vzorcích od všech 82 pacientek (164 vzorků), z 
toho u 70 pacientek (140 vzorků) manuálně s použitím HercepTestu (kompletní kit, originální 
ředění výrobcem, Agilent Technologies Inc., K5204) a u 12 pacientek (24 vzorků) 
automatizovaně s monoklonální králičí protilátkou anti-HER2 4B5 PATHWAY (originální 
ředění výrobcem, Ventana Medical Systems, 790-2991) na přístroji Ventana BenchMark 
ULTRA (Ventana Medical Systems) dle návodu výrobce. Úroveň exprese HER2 byla 
stanovena dle WHO Tumors of the Breast and Female Genital Organs (Tavassoli F. A. et 
Devilee P., 2003) a WHO Classification of Tumors of the Breast (Lakhani S. R. et al., 2012): 
negativní (skóre 0 a 1+), slabě pozitivní (2+) a silně pozitivní (3+) pro overexpresi HER2 
proteinu.  
 
3.3.2. Cytogenetické vyšetření HER2 - FISH 
FISH byla provedena na vzorcích, které byly IHC hodnoceny jako hraniční, tedy slabě 
pozitivní (2+), a na vzorcích s invazivním karcinomem NST se zvýšenou pravděpodobností 
diskordantního fenotypu [HER2-negativní s nízkou až nulovou expresí ER a/nebo PR (<10 
%)]. V první části práce týkající se změn HER2 byla dále provedena na obou spárovaných 
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vzorcích v případech s výraznou změnou exprese HER2 po léčbě [ze silně pozitivní (3+) na 
negativní (0 nebo 1+)]. K vyšetření byla použita sonda Path Vysion HER2 DNA Probe 
(Thermo Fisher Scientific Inc., 02J01) nebo ZytoLight HER2/CEN 17 Dual Color Probe 
(ZytoVision Z-2077). Postup je u obou výrobců obdobný, ve zkratce 3 µm silné řezy 
zhotovené z parafínových bločků byly nejdříve deparafinovány v xylenu, vloženy do roztoku 
0,2M HCl a následně do roztoku NaSCN o teplotě 80 °C. Bílkovinná složka tkáně byla 
naštěpena Proteasou II (25 mg) v 50 ml solného roztoku s pH 2,0 po dobu 45 (punkční 
biopsie) a 60 min (vzorky z resekátů), poté byla tkáň fixována v 10% neutrálním pufrovaném 
formalínu. Po aplikaci FISH sondy a utěsnění preparátů tekutým pryžovým cementem 
probíhala kodenaturace vzorku a DNA sondy po dobu 1 min při teplotě 75 °C. Následovala 
hybridizace vzorků přes noc v ThermoBrite systému (Agilent Technologies Inc.) při teplotě 
37 °C. Nenavázaná sonda byla odmyta při 74 °C a bylo provedeno podbarvení 4',6-diamidin-
2-fenylindolem (DAPI). Na fluorescenčním mikroskopu bylo zhodnoceno u každého vzorku 
minimálně 20 jader. Výsledek pozitivní pro amplifikaci HER2 byl definován jako poměr 
HER2 : CEP17 > 2. 
 
3.3.3. Molekulárně biologické vyšetření HER2 – qRT-PCR  
Kvantitativní polymerázová řetězová reakce s reverzní transkripcí (qRT-PCR) byla použita 
pro ověření výsledků IHC a FISH u obou spárovaných vzorků v případech s výraznou 
změnou exprese HER2 po léčbě [ze silně pozitivní (3+) na negativní (0 nebo 1+)] v první 
části práce sledující změny HER2. Izolace RNA a syntéza komplementární DNA (cDNA) 
byly provedeny dle standardních postupů. Deparafinizace přibližně 20 µm silných řezů 
proběhla za použití xylenu a 100% ethanolu. RNA byla extrahována pomocí RNeasy Mini Kit 
(Qiagen, 74104). Pro reverzní transkripci byl použit RevertAid – H Minus First Strand cDNA 
Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific, K1632) obsahující náhodný hexamerový primer a 
reverzní transkriptázu z Moloney-Murine leukemia virus (MMLV). Úroveň exprese mRNA 
HER2 byla kvantifikována pomocí LightCycler 480 (Roche Diagnostics) za použití LightMix 
Her2/neu kit (Tib MolBiol) dle návodu výrobce. Součástí kitu byla kalibrační DNA pro 
vytvoření kalibrační křivky.  
Podmínky PCR byly následující: Iniciační denaturace probíhala 10 min při 95 °C. 
Následovalo 50 cyklů zahrnujících denaturaci při 95 °C po 10 s, nasednutí primerů 
(annealing) při 60 °C po 10 s a syntézu DNA při 72 °C po 10 s. mRNA HER2 byla 
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normalizována vzhledem k produktu housekeepingového genu, ribozomálnímu proteinu L23 
(RPL23). PCR amplifikace každého transkriptu byla provedena dvakrát. Výsledek pozitivní 
pro amplifikaci HER2 byl definován jako poměr HER2 : RPL23 > 2.  
 
3.4. IHC vyšetření hormonálních receptorů a Ki67  
IHC vyšetření ER a PR bylo provedeno na obou vzorcích od všech 82 pacientek (164 vzorků), 
na řezech silných 3 μm po deparafinizaci v xylenu při pokojové teplotě a rehydrataci ve 
vzestupné alkoholové řadě. Teplem indukované odhalení antigenů (HIER, heat-induced 
epitope retrieval) bylo provedeno v 0,01M citrátovém pufru (pH 9,0 pro ER a Ki67; pH 6,0 
pro PR) ve vodní lázni při teplotě 98 °C po 40 min. Endogenní aktivita peroxidázy byla 
blokována 3% roztokem H₂O₂ v metanolu při pokojové teplotě po 20 min. Byly použity 
protilátky proti ER (monoklonální, myší, klon 6F11, 1:50, Leica Microsystems Inc., NCL-L-
ER-6F11), PR (monoklonální, myší, klony PGR-312 a 16, 1:50, Leica Microsystems Inc., 
NCL-PGR-312 a ORG-8721) a Ki67 (monoklonální, myší, klon Mib-1, 1:50, Agilent 
Technologies, M7240). Následně byly preparáty při pokojové teplotě inkubovány 30 min v N-
Histofine Simple Stain Max-Peroxidase (multi) (originální ředění výrobcem, Nichirei 
Biosciences Inc., 41415) a 5 min v chromogenu DAB-3S (originální ředění výrobcem, 
Nichirei Biosciences Inc., 415194S).  
Hodnocení všech tří markerů bylo vyjádřeno v procentech pozitivních nádorových buněk. 
Pro oba hormonální receptory byly výsledky kategorizovány do skupiny pozitivní nebo 
negativní, pozitivní skóre bylo stanoveno jako ≥1 % nádorových buněk s jaderným 
zbarvením. Vysoká buněčná proliferace (Ki67) byla stanovena jako ≥20 % nádorových buněk 
s jaderným zbarvením. 
 
3.5. IHC vyšetření claudinů a cadherinů 
IHC vyšetření claudinů a cadherinů bylo provedeno na spárovaných vzorcích od 62 pacientek 
(124 vzorků). U všech punkčních biopsií a u vzorků z resekátů, které obsahovaly malé 
množství reziduální nádorové tkáně, nedostatečné pro techniku tkáňových mikročipů (TMA), 
bylo provedeno ze standardních parafínových bločků. Vzorky z definitivní resekce s 
dostatečným množstvím reziduální nádorové tkáně byly zpracovány technikou TMA. Podle 
preparátů barvených HE byly vybrány reprezentativní oblasti nádoru a odpovídající 
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parafínové bločky byly použity pro sestavení TMA. Tři až čtyři tkáňové válečky o průměru 
2,0 mm byly vyříznuty z původního bločku a vnořeny do recipientního v přístroji TMA 
Master (3DHISTECH Ltd.). Každý výsledný kompozitní bloček obsahoval až 63 vzorků, z 
toho maximálně 61 z nádorové tkáně a 2 z nenádorové tkáně. 
IHC vyšetření bylo provedeno na řezech silných 3 μm po deparafinizaci v xylenu při 
pokojové teplotě a rehydrataci ve vzestupné alkoholové řadě. Teplem indukované odhalení 
antigenů (HIER, heat-induced epitope retrieval) bylo provedeno v 0,01M citrátovém pufru 
(pH 6,0 pro claudiny 3 a 4, pH 9,0 pro claudin 1, E- a N-cadherin) ve vodní lázni při teplotě 
98 °C po 40 min. Endogenní aktivita peroxidázy byla blokována 3% roztokem H₂O₂ 
v metanolu při pokojové teplotě po 20 min. Byly použity protilátky proti claudinu 1 
(polyklonální, králičí, 1:100, Cell Marque Corporation, 359A), claudinu 3 (polyklonální, 
králičí, 1:800, Abcam, ab15102), claudinu 4 (polyklonální, kozí, 1:100, Santa Cruz 
Biotechnology Inc., sc-17664), E-cadherinu (monoklonální, myší, klon 4A2C7, 1:100, 
Thermo Fisher Scientific Inc., 18-0223) a N-cadherinu (monoklonální, myší, klon 6G11, 
1:300, Agilent Technologies Inc., M3613). Následně byly preparáty pro claudin 1, claudin 3 a 
E-cadherin při pokojové teplotě inkubovány 30 min v N-Histofine Simple Stain Max-
Peroxidase (multi) (originální ředění výrobcem, Nichirei Biosciences Inc., 41415) a pro 
claudin 4 za stejných podmínek v N-Histofine Simple Stain Max-Peroxidase (g) (originální 
ředění výrobcem, Nichirei Biosciences Inc., 41416) a poté 5 min v chromogenu DAB-3S 
(originální ředění výrobcem, Nichirei Biosciences Inc., 415194S). Preparáty pro N-cadherin 
byly barveny kitem EnVision+ System-HRT (originální ředění výrobcem, Agilent 
Technologies Inc., K4006) dle návodu výrobce. 
Pro hodnocení míry exprese claudinů a cadherinů jsme použili různé semikvantitativní 
skórovací systémy za účelem rozlišení kategorií s předpokládaným dopadem na biologické 
chování nádoru či jeho odpovědi na chemoterapii.  
Exprese claudinů byla hodnocena podle kombinovaného skóre popsaného jinými autory 
(Lechpammer M. et al., 2008; Lu S. et al., 2013): hodnotou 0–3 klasifikuje jak procentuální 
zastoupení pozitivních nádorových buněk (0=0 %, 1<25 %, 2=25–50 %, 3>50 %), tak 
intenzitu membránového zbarvení (0=0, 1=1+, 2=2+, 3=3+) a získané výsledky se násobí. 
Výsledné skóre tedy nabývá hodnot 0–9, z toho 0 je hodnoceno jako negativní, 1–2 jako slabě 
pozitivní, 3–6 jako středně pozitivní a 9 jako silně pozitivní. Negativní a slabě pozitivní 
výsledek značí nízkou expresi, středně a silně pozitivní výsledek vysokou expresi proteinů. 
Pro identifikaci nádorů, které by podle molekulární klasifikace spadaly do podskupin claudin-
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low nebo claudin-high jsme použili kritéria navržená v předchozích studiích. Kritéria pro 
claudin-low nádory zahrnovala triple negativitu a nízkou nebo chybějící expresi nejméně 2 ze 
4 následujících proteinů mezibuněčných spojů: claudin 3, 4, 7 a E-cadherin, přičemž někteří 
autoři navržená kritéria rozšířili o nízkou nebo chybějící expresi claudinu 1 (Dias K. et al., 
2017; Gerhard R. et al., 2012). Kritéria pro claudin-high nádory zahrnovala ER-negativitu a 
vysokou expresi claudinu 1 a 4 (Myal Y. et al., 2010).  
U E-cadherinu byla použita třístupňová škála (0=0 %, 1<70 %, 2 ≥70 %), kdy jako 
normální byla posuzována silná membránová pozitivita nejméně 70 % nádorových buněk a 
pozitivita nižší než 70 % a negativní výsledek byly hodnoceny jako aberantní (Kowalski P. J. 
et al., 2003). U N-cadherinu byla použita čtyřstupňová škála (0=0 %, 1<25 %, 2=25–50 %, 
3>50 %), přičemž pozitivní výsledek byl definován jako vyšší nebo roven 1 % nádorových 
buněk s membránovým zbarvením.    
 
3.6. Detekce apoptoticky zanikajících buněk 
Apoptoticky zanikající buňky byly detekovány 2 nezávislými metodami, a to IHC vyšetřením 
aktivované kaspázy 3 a TUNEL analýzou. 
IHC vyšetření bylo provedeno na obou vzorcích od 16 pacientek (32 vzorků) s 
protilátkou proti naštěpené kaspáze 3 (cleaved caspase 3) (polyklonální, králičí, 1:250, Cell 
Signaling Technology, Asp175) po předchozí deparafinizaci v xylenu, rehydrataci ve 
vzestupné alkoholové řadě, teplem indukovaném odhalení antigenů v 0,01M citrátovém pufru 
(pH 6,0) ve vodní lázni při teplotě 98 °C po 40 min a blokování endogenní aktivity 
peroxidázy 3% roztokem H₂O₂ v metanolu. Jako pozitivní byly hodnoceny buňky 
s cytoplazmatickým zabarvením. 
Na stejných vzorcích byla provedena analýza TUNEL (terminal deoxynucleotidyl 
transferase dUTP nick-end labeling) s použitím fluorometrického TUNEL systému (Promega, 
G3250) dle návodu výrobce. Po naštěpení roztokem 20 μg/ml proteinázy K po 20 min byly 
preparáty inkubovány ve směsi nukleotidů obsahující fluorescein-12-dUTP a TdT (terminální 
deoxynukleotidyltransferáza) po 1 h při teplotě 37 °C. Na pozitivní kontroly bylo před 
inkubací aplikováno 1 U/ml DNázy, u negativních kontrol byla použita směs nukleotidů bez 
TdT. Pro znázornění všech jader byly preparáty dobarveny DAPI. DNA označená fluorescein-
12-dUTP byla pozorována fluorescenčním mikroskopem.  
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Pro kvantitativní zhodnocení apoptózy byl pro aktivovanou kaspázu 3 i TUNEL 
stanoven apoptotický index (AI), který je definován jako procento pozitivních jader k jejich 
celkovému množství (Duan W. R. et al., 2003). Z každého vzorku bylo hodnoceno 5 náhodně 
vybraných zorných polí nádorové tkáně při zvětšení 200x.       
  
3.7. Molekulárně biologická analýza genů asociovaných s apoptózou 
  
3.7.1. Izolace RNA 
Izolace RNA z parafínových řezů byla provedena dle standardního postupu. Deparafinizace 
přibližně 20 µm silných řezů z každého vzorku proběhla za použití xylenu a 100% ethanolu. 
RNA byla poté extrahována pomocí RNeasy Micro Kit (Qiagen, 74104) dle návodu výrobce.   
 
3.7.2. Real-Time PCR (profilování genové exprese) 
Genová exprese 84 klíčových genů apoptózy byla vyprofilována pomocí RT² Profiler 
Apoptosis PCR Array (Qiagen, PAHS-012). 
  
Přehled vyšetřovaných genů dle jejich zapojení v jednotlivých fázích apoptózy: 
Indukce Apoptózy: 
Receptory domény smrti: CRADD, FADD, TNF, TNFRSF10B (DR5). 
Poškození a oprava DNA: ABL1, CIDEA, CIDEB, TP53 (p53), TP73. 
Extracelulární apoptotické signály: CFLAR (Casper), DAPK1, TNFRSF25 (DR3). 
Další pro-apoptotické geny: BAD, BAK1, BAX, BCL10, BCL2L11, BID, BIK, BNIP3, 
BNIP3L, CASP1 (ICE), CASP10 (MCH4), CASP14, CASP2, CASP3, CASP4, CASP6, 
CASP8 (FLICE), CD27 (TNFRSF7), CD70 (TNFSF7), CYCS, DFFA, DIABLO (SMAC), 
FAS (TNFRSF6), FASLG (TNFSF6), GADD45A, HRK, LTA (TNFB), NOD1 (CARD4), 
PYCARD (TMS1, ASC), TNFRSF10A (TRAIL-R), TNFRSF9, TNFSF10 (TRAIL), 






AKT1, BAG1, BAG3, BAX, BCL2, BCL2A1 (BFL1), BCL2L1 (BCLXL), BCL2L10, 
BCL2L2, BFAR, BIRC3 (c-IAP2), BIRC5, BIRC6, BNIP2, BNIP3, BNIP3L, BRAF, CD27 
(TNFRSF7), CD40LG (TNFSF5), CFLAR (Casper), DAPK1, FAS (TNFRSF6), HRK, 
IGF1R, IL10, MCL1, NAIP (BIRC1), NFKB1, NOL3, RIPK2, TNF, XIAP (BIRC4). 
Regulace apoptózy: 
Negativní regulace apoptózy: BAG1, BAG3, BCL10, BCL2, BCL2A1 (BFL1), BCL2L1 
(BCLXL), BCL2L10, BCL2L2, BFAR, BIRC2 (c-IAP1), BIRC3 (c-IAP2), BIRC6, BNIP2, 
BNIP3, BNIP3L, BRAF, CASP3, CD27 (TNFRSF7), CD40LG (TNFSF5), CFLAR (Casper), 
CIDEA, DAPK1, DFFA, FAS (TNFRSF6), IGF1R, MCL1, NAIP (BIRC1), NOL3, TP53 
(p53), TP73, XIAP (BIRC4). 
Pozitivní regulace apoptózy: ABL1, AKT1, BAD, BAK1, BAX, BCL2L11, BID, BIK, 
BNIP3, BNIP3L, CASP1 (ICE), CASP10 (MCH4), CASP14, CASP2, CASP4, CASP6, 
CASP8 (FLICE), CD40 (TNFRSF5), CD70 (TNFSF7), CIDEB, CRADD, FADD, FASLG 
(TNFSF6), HRK, LTA (TNFB), LTBR, NOD1 (CARD4), PYCARD (TMS1, ASC), RIPK2, 
TNF, TNFRSF10A (TRAIL-R), TNFRSF10B (DR5), TNFRSF25 (DR3), TNFRSF9, 
TNFSF10 (TRAIL), TNFSF8, TP53 (p53), TP53BP2, TRADD, TRAF2, TRAF3. 
Receptory domény smrti: 
CRADD, DAPK1, FADD, TNFRSF10A (TRAIL-R), TNFRSF10B (DR5), TNFRSF11B 
(OPG), TNFRSF1A (TNFR1), TNFRSF1B, TNFRSF21, TNFRSF25 (DR3), TRADD. 
Kaspázy a jejich regulace: 
Kaspázy: CASP1 (ICE), CASP10 (MCH4), CASP14, CASP2, CASP3, CASP4, CASP5, 
CASP6, CASP7, CASP8 (FLICE), CASP9, CFLAR (Casper), CRADD, PYCARD (TMS1, 
ASC). 
Aktivace kaspáz: AIFM1 (PDCD8), APAF1, BAX, BCL2L10, CASP1 (ICE), CASP9, NOD1 
(CARD4), PYCARD (TMS1, ASC), TNFRSF10A (TRAIL-R), TNFRSF10B (DR5), TP53 
(p53). 




PCR byla provedena na 96-jamkových destičkách na přístroji LightCycler 480 (Roche 
Diagnostics) dle návodu výrobce (Qiagen). 500 pg izolované RNA bylo nejdříve 
konvertováno na cDNA pomocí RT² First Strand Kit (Qiagen, C-03), která byla 
preamplifikována pomocí RT² Nano PreAMP Human Apoptosis Primer Mix (Qiagen, PBH-
7012). Pro real-time PCR byl použit RT² Real Time SYBR Green PCR master mix (Qiagen, 
PA-010). Celkový reakční objem pro PCR byl 25 μl, s ekvivalentem 5 pg RNA. Iniciační 
denaturace probíhala při 95 °C po 10 minut. Následovalo 45 cyklů v 95 °C po 15 s a 60 °C po 
1 min.     
 Získaná data byla analyzována RT² Profiler PCR Array Data Analysis Template v3.0 
(Qiagen) a relativní změny v expresi genů byly stanoveny metodou 2Delta-DeltaCt (Livak et 
Schmittgen, 2001). Exprese mezi vzorky byla normalizována pomocí průměrného počtu cyklů 
5 housekeepingových genů (β-2-mikroglobulinu (B2M), hypoxantin-fosforibosyltransferázy 1 
(HPRT1), ribozomálního proteinu L13a (RPL13A), glyceraldehyd-3-fosfátdehydrogenázy 
(GAPDH) a β-aktinu (ACTB)). Dvojnásobná změna v genové expresi byla stanovena jako 
práh pro hodnocení up- a downregulace (Li Z. et al. 2008). Nakonec byla porovnána exprese 
genů před a po terapii. 
 
3.8. Statistická analýza 
Q-PCR data z vyšetření HER2 jsou uvedena jako aritmetický průměr absolutního počtu kopií 
± standardní odchylka od průměru. Analýza změn claudinů a cadherinů a jejich korelace se 
standardními markery karcinomu prsu byly provedeny pomocí softwaru STATISTICA (verze 
10, StatSoft Inc.). Analýza exprese genů asociovaných s apoptózou byla zpracována 
programem RT2 Profiler PCR Array Data Analysis Template v3.0 (Qiagen) a STATISTICA 
(verze 9.1, StatSoft Inc.). Rozdíly v expresi sledovaných markerů v částech práce na menších 
souborech pacientek sledujících změny HER2 a genů asociovaných s apoptózou v nádorové 
tkáni před a po léčbě byly zpracovány párovým t-testem. V části práce zahrnující větší soubor 
pacientek, která se zabývá rozdíly v expresi claudinů, cadherinů a standardních markerů 
karcinomu prsu před a po léčbě, byl použit Wilcoxonův párový test (ordinální kategorické 
proměnné). Korelace exprese jednotlivých markerů byly hodnoceny pomocí χ² testu 
(dichotomické proměnné). Všechny testy byly oboustranné. Rozdíly s p-hodnotou (p-value) 







4.1. Klinicko-patologická charakteristika, histomorfologické změny nádorů po 
léčbě 
Celkem byly vyšetřeny vzorky karcinomu prsu od 82 pacientek s věkovým rozmezím od 23 
do 77 let (medián 54 let). Jednalo se o 3 soubory pacientek, z nichž několik bylo zahrnuto ve 
dvou nebo všech třech souborech. Většina pacientek (78/82) měla invazivní karcinom NST 
(Obr. 1, str. 41), pouze v částech studie zabývajících se změnami exprese HER2 a genů 
asociovaných s apoptózou byly celkem 4 invazivní lobulární karcinomy (ILC) a 2 DCIS, v 
jednom případě před a ve druhém případě po chemoterapii (Tab. 1 a 2). V dalších 3 případech 
v části studie zabývající se geny asociovanými s apoptózou po léčbě již nebyl invazivní 
karcinom ani DCIS prokázán. 
Z 20 pacientek zahrnutých v části práce sledující změny HER2 došlo po léčbě u 8 (40 %) 
ke snížení stádia a tedy rozsahu nádorového onemocnění, u 7 (35 %) zůstal rozsah 
onemocnění přibližně stejný a progrese byla zaznamenána u 3 pacientek (15 %). U 2 
pacientek (10 %) nebylo stadium po léčbě hodnoceno, nicméně jedna zemřela v 
důsledku generalizace nádorového onemocnění. V menším souboru 16 pacientek v části práce 
sledující změny genů asociovaných s apoptózou bylo zahrnuto 8 pacientek (50 %), u kterých 
došlo ke snížení stadia, 4 pacientky (25 %) bez výraznějších změn a 4 (25 %) pacientky 
s progresí onemocnění. U 4 pacientek (25 %) byl nález vyhodnocen jako kompletní 
patologická odpověď (pCR). V další části práce, která byla zaměřena na expresi claudinů a 
cadherinů a zahrnovala 62 pacientek, došlo u 31 (50 %) pacientek ke snížení a u 11 (18 %) 
pacientek ke zvýšení stadia onemocnění. U 17 (27 %) pacientek se stadium nezměnilo a u 3 (5 






Tabulka 1. HER2: klinicko-patologická charakteristika 20 případů karcinomu prsu před a po 
léčbě.  
  
No.    





(0-3+) (%)  (%)  
HER2 pozitivní 
1 
Před léčbou 3 90 0   IIA   
ILC 
doxorubicin, cyklofosfamid, 
docetaxel,  trastuzumab Po léčbě 1 40 0   I   
2 
Před léčbou 3 80 90   IIIB   
NST 
doxorubicin, cyklofosfamid, 
docetaxel, paklitaxel, trastuzumab Po léčbě 2 60 30   I   
3 
Před léčbou 3 25 0   IIA   
NST doxorubicin, cyklofosfamid 
Po léčbě 3 20 0   IIA  
4 




trastuzumab Po léčbě 0 20 10   I   
5 
Před léčbou 3 0 0   IV   
NST 
doxorubicin, cyklofosfamid, 
docetaxel Po léčbě 3 15 5   IV   
6 
Před léčbou 3 0 0   IIB   
NST 
doxorubicin, cyklofosfamid, 
docetaxel Po léčbě 3 10 10   IIIA   
7 
Před léčbou 3 0 0 IIB 
NST 
doxorubicin, cyklofosfamid, 
docetaxel,  trastuzumab Po léčbě 3 40 10 0 (DCIS) 
8 
Před léčbou 3 5 0 IIA 
NST 
doxorubicin, cyklofosfamid, 
paklitaxel,  trastuzumab Po léčbě 2 0 0 0 (DCIS) 
HER2-negativní 
9 
Před léčbou 0 50 10   IIIB   
NST 
doxorubicin, cyklofosfamid, 
docetaxel Po léčbě 0 10 10   IIIC   
10 
Před léčbou 1 70 80   IIB   
NST 
doxorubicin, cyklofosfamid, 
docetaxel Po léčbě 0 90 100   I   
11 
Před léčbou 0 90 100   IIA   
NST 
doxorubicin, cyklofosfamid, 
docetaxel Po léčbě 0 80 15   IIA   
12 
Před léčbou 1 90 0   IV   
ILC 
tamoxifen, letrozol, doxorubicin, 
cyklofosfamid, docetaxel Po léčbě 2 40 0   IIA   
13 
Před léčbou 1 90 20 0 (DCIS) 
NST 
doxorubicin, cyklofosfamid, 
docetaxel, goserelin Po léčbě 0 80 20 I 
14 
Před léčbou 1 20 90 IV 
ILC 
fluorouracil, epirubicin, 
cyklofosfamid, docetaxel Po léčbě 0 30 0 IV 
15 
Před léčbou 0 60 100 IIIB 
ILC 
adriamycin, cyclophosphamide, 
taxoter, Po léčbě 0 70 80 IIB 
16 
Před léčbou 1 90 20 IIA 
NST 
doxorubicin, cyklofosfamid, 
docetaxel Po léčbě 1 90 30 IIIC 
17 
Před léčbou 0 75 45 IIB 
NST 
doxorubicin, cyklofosfamid, 
docetaxel Po léčbě 0 40 5 IIA 
18 
Před léčbou 0 80 100 IIA 
NST 
doxorubicin, cyklofosfamid, 
docetaxel Po léčbě 0 80 90  N/A 
19 
Před léčbou 0 80 20 IIB 
NST 
doxorubicin, cyklofosfamid, 
docetaxel, paklitaxel Po léčbě 0 80 30 I 
Triple-negativní 
20 
Před léčbou 0 0 0   IIB   
NST 
doxorubicin, cyklofosfamid, 
docetaxel Po léčbě 0 0 0   IIA   
ER – estrogenové receptory, PR – progesteronové receptory, NST – (invazivní karcinom prsu) nespecifického typu, ILC – 
invazivní lobulární karcinom, DCIS – duktální karcinom in situ, N/A – údaj nedostupný 
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Tabulka 2. Geny asociované s apoptózou: klinicko-patologická charakteristika 16 případů 




TNM   




Dg. Neoadjuvantní léčba 
(0-3) (%)  (%)    (%)  (%) (%) (roky) 
HER2-pozitivní 
1 
Před léčbou  IIA T2 N0 MX   3 90 0 40 15 20 62 
ILC 
doxorubicin, cyklofosfamid, 
docetaxel, trastuzumab Po léčbě I T1 N0 MX   1 40 0 3 3 1 62 
2 




trastuzumab Po léčbě I T1 N0 MX   2 60 30 5 0 0 61 
3 
Před léčbou IIA T2 N0 MX   3 25 0 20 13 15 45 
NST doxorubicin, cyklofosfamid 
Po léčbě IIA TX N1 MX 3 20 0 5 9 10 45 
4 




trastuzumab  Po léčbě I T1 NX MX   0 20 10 N/A   N/A 1 54 
5 
Před léčbou IV T4 N1 MX   3 0 0 80 5 1 49 
NST 
doxorubicin, cyklofosfamid, 
docetaxel Po léčbě IV T4 N1 MX   3 15 5 3 3 5 49 
6 
Před léčbou IIB T3 N0 MX   3 0 0 60 5 1 38 
NST 
doxorubicin, cyklofosfamid, 
docetaxel Po léčbě IIIA T1 N2 MX   3 10 10 30 3 5 38 
Luminální 
7 
Před léčbou I T1 N0 MX   1 80 80 10 1 1 48 
ILC 
doxorubicin, cyklofosfamid, 
docetaxel Po léčbě 0 T0 N0 M0   pCR 48 
8 
Před léčbou IIIB T4 N1 MX   0 50 10 20 N/A 0 71 
NST 
doxorubicin, cyklofosfamid, 
docetaxel Po léčbě IIIC T2 N3 MX   0 10 10 2 1 5 71 
9 
Před léčbou IIB T2 N1 MX   1 70 80 15 4 2 47 
NST 
doxorubicin, cyklofosfamid, 
docetaxel Po léčbě I T1 N0 MX   0 90 100 4 1 1 47 
10 
Před léčbou IIA T2 N0 MX   0 90 100 10 0 0 46 
NST 
doxorubicin, cyklofosfamid, 
docetaxel Po léčbě IIA T1 N1 MX   0 80 15 0 2 5 46 
11 
Před léčbou IIIB T4 N1 MX   0 80 0 15 1 5 47 
NST 
doxorubicin, cyklofosfamid, 
doxorubicin, paklitaxel letrozol Po léčbě N/A N/A   1 0 0 30 70 50 47 
12 
Před léčbou IV T4 N2 MX   1 90 0 60 N/A N/A 75 
ILC 
tamoxifen, letrozol, doxorubicin, 
cyklofosfamid, docetaxel Po léčbě IIA T2 N0 MX   2 40 0 5 0 1 75 
Bazální 
13 
Před léčbou I T1 N0 MX   1 0 0 85 5 5 39 
NST doxorubicin, cyklofosfamid 
Po léčbě I T1 N0 M0   pCR 39 
14 
Před léčbou IIB T3 N1 MX   0 0 0 80 35 20 45 
NST 
doxorubicin, cyklofosfamid, 
docetaxel  Po léčbě IIB T2 N1 M0   pCR 45 
15 
Před léčbou IIB T2 N1 MX   0 0 0 45 70 50 55 
NST 
fluorouracil, epirubicin, 
cyklofosfamid, docetaxel  Po léčbě I T1 N0 MX   pCR 55 
16 
Před léčbou IIB T3 N0 MX   0 0 0 90 5 10 48 
NST 
doxorubicin, cyklofosfamid, 
docetaxel Po léčbě IIA T2 N0 M0   0 0 0 10 30 40 48 
 
ER – estrogenové receptory, PR – progesteronové receptory, Ki67 – proliferační aktivita, Casp3 – kaspáza 3, Dg. – diagnóza 
(histologický typ nádoru), NST – (invazivní karcinom prsu) nespecifického typu, ILC – invazivní lobulární karcinom, pCR – 
patologická kompletní odpověď, N/A - nehodnotitelné 
39 
 
Tabulka 3. Claudiny a cadheriny: klinicko-patologická charakteristika 62 případů karcinomu 
prsu včetně porovnání stadia onemocnění a stupně diferenciace nádoru před a po léčbě. 
Věk v době odběru core cut biopsie (roky)   
  <40 10 (16 %)    
  40-60 34 (55 %)    
  >60 18 (29 %)     
Rozsah chirurgického výkonu    
  Mastektomie  32 (52 %)   
  Prs šetřící výkon 30 (48 %)   
Neoadjuvantní chemotherapie    
  Doxorubicin, cyklofosfamid 5 (8 %) 
  Doxorubicin, cyklofosfamid, docetaxel 34 (55 %) 
  Doxorubicin, cyklofosfamid, paklitaxel 3 (5 %) 
  Fluorouracil, epirubicin, cyklofosfamid 3 (5 %) 
  Letrozol   4 (6 %) 
  Paklitaxel   2 (3 %) 
  Jiné kombinace   11 (18 %) 
Neoadjuvantní anti-HER2 léčba (trastuzumab) 9 (15 %) 
Stádium onemocnění Před léčbou Po léčbě   
  I 4 (6 %) 15 (25 %)   
  II 39 (63 %) 30 (48 %)   
  III 16 (26 %) 12 (19 %)   
  IV 2 (3 %) 2 (3 %)   
  Neznámé 1 (2 %) 3 (5 %)   
Změny stádia onemocnění po neoadjuvantní chemotherapii   
  Snížení 31 (50 %)    
  Zvýšení 11 (18 %)    
  Nezměněné 17 (27 %)    
  Neznámé 3 (5 %)     
Kategorie dle Chevallierovy klasifikace* 
  III 48 (77 %)    
  IV 14 (23 %)     
Grade nádoru Před léčbou Po léčbě   
  G1 6 (10 %) 6 (10 %)   
  G2 33 (53 %) 30 (48 %)   
  G3 23 (37 %) 26 (42 %)   
Histologický typ nádoru 
  Invazivní karcinom NST 62 (100 %)   
Minoritní histologická komponenta v invazivním karcinomu NST**  7 (12 %) 
  Lobulární  4 (6 %) 
  Tubulární  1 (2 %) 
  Neuroendokrinní 1 (2 %) 
  Mikropapilární 1 (2 %) 
  




Před neoadjuvantní chemoterapií byla většina nádorů středně diferencovaná (grade 2), 
třetina nízce diferencovaná (grade 3) a menšina dobře diferencovaná (grade 1). V tabulce 3 je 
uvedeno zastoupení jednotlivých grade nádorů před a po chemoterapii v souboru 62 případů 
v části práce týkající se claudinů a cadherinů. Přestože po léčbě mírně stouplo zastoupení 
nízce diferencovaných nádorů a poklesl počet středně diferencovaných nádorů, celkově 
změny nebyly statisticky významné (p>0,05). Hodnocení diferenciace je nicméně u nádorů po 
chemoterapii méně spolehlivé z důvodu cytopatického efektu chemoterapie a v některých 
případech minimálního množství reziduální nádorové tkáně.  
Ve vzorcích z definitivních resekátů po chemoterapii byly s různou intenzitou vyjádřeny 
regresivní změny nádorové tkáně (Obr. 1). U 70 % (57/82) nádorů odpovídaly kategorii III 
(III/IV) dle Chevallierovy klasifikace. V různém rozsahu byla patrná snížená buněčnost, u 
některých nádorů představovaly rezidua jen klastry buněk či jednotlivé buňky roztroušené ve 
fibrotizovaném stromatu. V některých případech část nádorových buněk jevila cytopatické 
změny vyvolané chemoterapií v podobě velkých nepravidelných až bizarních jader a 
vakuolizace cytoplazmy. Mitotická aktivita byla u většiny nádorů s výraznějšími regresivními 
změnami nenápadná. Často byly zastiženy ložiskové nekrózy a apoptoticky zanikající buňky. 
Fibróza či fibroelastóza byla obvykle výrazná, místy s vaskularizací, edémem, chronickou 
zánětlivou celulizací a makrofágy. V některých případech tvořil převažující část nádoru DCIS 
a invazivní složka byla zachycena pouze v malém rozsahu. U 25 % (21/82) nádorů byly 
změny po chemoterapii vyjádřeny pouze minimálně nebo vůbec a nález byl zařazen do 
kategorie IV (IV/IV) dle Chevallierovy klasifikace. Ve 4 případech (4/82, 5 %) již invazivní 
složka nádoru po léčbě zachycena nebyla a nález odpovídal kategorii II a I dle Chevallierovy 
klasifikace. V tabulce 3 je uvedeno zastoupení kategorií III a IV u 62 případů v části práce 





Obrázek 1. Reprezentativní příklad invazivního karcinomu prsu nespecifického typu (NST, 
duktálního) před a po neoadjuvantní chemoterapii: (A) Invazivní karcinom NST solidního 
uspořádání v core cut biopsii před léčbou; HE, 200x. (B) Reziduální karcinom převážně 
solidního uspořádání s ložisky kribriformní úpravy s regresivními změnami [ložiskovou 
nekrózou (černé hvězdičky) a fibrózou (bílá hvězdička)] po léčbě; HE, 100x. 
 
4.2. Vyšetření standardních markerů karcinomu prsu 
 
4.2.1. Vyšetření HER2 pomocí IHC, FISH a qRT-PCR 
Do první části práce byly zahrnuty vzorky od 20 pacientek, jejichž klinicko-patologická 
charakteristika je shrnuta v tabulce 1. Při IHC vyšetření zůstal po léčbě status HER2 
nezměněný ve 12 případech (12/20, 60 %), k menším změnám došlo v 6 případech (6/20, 30 
%). Ve 2 případech (2/20, 10 % z celkového počtu 20 případů, 25 % z HER2 pozitivních 
nádorů) byla zaznamenána změna ze silné kompletní membránové pozitivity většiny buněk 
(3+) v jednom případě na slabou nekompletní membránovou pozitivitu u méně než 10 % 
nádorových buněk (1+) a ve druhém případě na úplnou absenci zbarvení (0), které obě spadají 




Obrázek 2. Imunohistochemické vyšetření HER2: (A – případ č. 1, C – případ č. 4) Silná membránová 
pozitivita (3+) před neoadjuvantní chemoterapií, 200x. (B - případ č. 1) Velmi slabá nekompletní 
membránová pozitivita (1+) po léčbě, 200x. (D – případ č. 4) Úplná absence zabarvení (0) po léčbě, 
200x.  
 
 U všech vzorků byly zároveň IHC vyšetřeny hormonální receptory, přičemž u 7 
pacientek (7/20, 35 %) se po chemoterapii exprese nezměnila vůbec nebo méně než o 10 % a 
u 13 pacientek (13/20, 65 %) se změnila o více než 10 % u jednoho či obou receptorů. Ve 2 
případech (2/20, 10 %) byla zaznamenána výrazná ztráta exprese PR ze silné pozitivity 
většiny buněk v původním nádoru na velmi slabě pozitivní či zcela negativní u reziduálního 
nádoru. V obou případech se silnou změnou HER2 jsme však zásadní změny ve statusu 
hormonálních receptorů (>10 %) nezaznamenali. U obou pacientek došlo po neoadjuvantní 
chemoterapii k částečné regresi nádoru a snížení stadia onemocnění.   
 U obou případů se silnou změnou HER2 byly výsledky IHC ověřeny na úrovni DNA 
pomocí FISH a na úrovni RNA pomocí qRT-PCR. Výsledky vyšetření FISH byly následující: 
před léčbou byl v prvním případě poměr HER2/CEP17 3,6 (průměrný počet kopií CEP17 
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2,15; průměrný počet kopií genu HER2 7,75), ve druhém případě 6,4 (průměrný počet kopií 
CEP17 2,3; průměrný počet kopií genu HER2 14,6). Oba výsledky ze vzorků odebraných 
před chemoterapií byly vyhodnoceny jako pozitivní pro amplifikaci genu HER2 (Obr. 3). Po 
léčbě byl v prvním případě poměr HER2/CEP17 1,5 (průměrný počet kopií CEP17 2,25; 
průměrný počet kopií genu HER2 3,3), ve druhém případě 1,3 (průměrný počet kopií CEP17 
2,2; průměrný počet kopií genu HER2 2,9). Oba výsledky ze vzorků odebraných po 
chemoterapii byly vyhodnoceny jako negativní pro amplifikaci genu HER2 (Obr. 3). Na 
úrovni DNA jsme tedy v obou případech prokázali amplifikaci genu HER2 před léčbou, ale 
nikoliv po léčbě. 
 
Obrázek 3. Vyšetření HER2 pomocí dvoubarevné fluorescenční in situ hybridizace (FISH) za 
použití sond pro gen HER2 (červené signály) a centromeru chromozomu 17 (CEP17, zelené 
signály): (A – případ č. 1, C – případ č. 4) Amplifikace signálů HER2 před léčbou, 1000x. Poměr 
HER2/CEP17 byl 3,6 (A) a 6,4 (C). (B – případ č. 1, D – případ č. 4) Bez amplifikace po léčbě, 
1000x. Poměr HER2/CEP17 byl 1,5 (B) a 1,3 (D). Pozitivní výsledek byl definován jako 




       Výsledky vyšetření qRT-PCR byly následující: Před léčbou byl v prvním případě poměr 
HER2/RPL23 19,6 ± 2,5 [počet kopií HER2 (6,04 ± 0,34) x 105; počet kopií RPL23 (3,09 ± 
0,23) x 104], ve druhém případě 10,2 ± 1,9 [počet kopií HER2 (6,49 ± 0,99) x 101; počet kopií 
RPL23 6,35 ± 0,26]. Po léčbě byl v prvním případě poměr HER2/RPL23 0,22 ± 0,01 [počet 
kopií HER2 (1,88 ± 0,26) x 104; počet kopií RPL23 (8,66 ± 0,82) x 104], ve druhém případě 
0,32 ± 0,06 (počet kopií HER2 2,57 ± 0,55; počet kopií RPL23 8,03 ± 0,17). Na úrovni RNA 
jsme tedy v obou případech prokázali overexpresi genu HER2 před léčbou a downregulaci po 
léčbě (p<0,05) (Obr. 4). 
Pomocí metod FISH a qRT-PCR byla tedy potvrzena ztráta exprese HER2 u původně 
silně pozitivních nádorů v obou případech, které byly identifikovány pomocí IHC.  
 
Obrázek 4. Exprese HER na úrovni mRNA stanovená pomocí qRT-PCR: (A - případ č. 1, B - 
případ č. 4) Výsledek pozitivní pro amplifikaci HER2 byl definován jako poměr HER2 : RPL23 
> 2 (p<0.05, párový t-test). 
 
 V další části práce, kde byly hodnoceny výsledky vyšetření HER2 u 62 pacientek, byl 
zaznamenán mírný nárůst exprese po neoadjuvantní chemoterapii (Tab. 4), který však nebyl 
statisticky významný (p>0,05). V tomto souboru nebyl zachycen žádný další případ ztráty 
exprese HER2 u původně silně pozitivního nádoru, nicméně zaznamenali jsme 4 případy, kdy 
se status HER2 změnil z negativního na pozitivní. 3 z těchto případů, které byly IHC 
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hodnoceny jako slabě pozitivní (2+), byly ověřeny metodou FISH, u 1 byl výsledek IHC silně 
pozitivní (3+) (Obr. 5). 
 
Obrázek 5. Reprezentativní příklad změny statusu HER2 z negativního před neoadjuvantní 
chemoterapií na pozitivní po chemoterapii [výsledek imunohistochemického vyšetření (IHC) byl 
potvrzen fluorescenční in situ hybridizací (FISH)]: (A) Negativní HER2 v core cut biopsii před 
léčbou; IHC, 400x. (B) Slabá až středně silná membránová pozitivita HER2 u více než 10 % 
nádorových buněk hodnocená jako 2+ (pozitivní); IHC, 400x. (C, D) Dvoubarevná FISH se 
sondami pro gen HER2 (červené signály) a centromeru chromozomu 17 (CEP17, zelené signály); 
1000x. Poměr HER2/CEP17 byl 1,6 před (C) a 3,4 po léčbě (D); pozitivní výsledek byl definován 
jako HER2/CEP17 > 2.  
 
4.2.2. IHC vyšetření hormonálních receptorů a proliferační aktivity 
Statistická analýza exprese před a po neoadjuvantní chemoterapii byla provedena na souboru 
62 případů (analýza zahrnovala ordinální kategorické proměnné - data neuvedena; tabulka 4 
ukazuje zjednodušené dichotomicky kategorizované výsledky IHC vyšetření). Po léčbě došlo 
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k významnému poklesu exprese PR (medián před/po léčbě 25/2; Z=3,7; p<0,001) a Ki67 
(medián před/po léčbě 25/10; Z=2,7; p=0,01). Status ER ani zastoupení triple-negativních 
nádorů se zásadněji nezměnily (p>0,05).  
 
Tabulka 4. Claudiny, cadheriny a standardní markery karcinomu prsu: imunohistochemická 
charakteristika 62 případů invazivního karcinomu prsu nespecifického typu (NST) před a po 
léčbě.  
Marker: exprese Před léčbou Po léčbě 
Claudin-1: vysoká 25 (40 %) 34 (55 %) 
Claudin-1: nízká 37 (60 %) 28 (45 %) 
Claudin-3: vysoká  59 (95 %) 51 (82 %) 
Claudin-3: nízká 3 (5 %) 11 (18 %) 
Claudin-4: vysoká 61 (98 %) 58 (94 %) 
Claudin-4: nízká 1 (2 %) 4 (6 %) 
E-caderin: normální 47 (76 %) 44 (71 %) 
E-caderin: aberantní 15 (24 %) 18 (29 %) 
N-cadherin: negativní 47 (76 %) 48 (77 %) 
N-cadherin: pozitivní 15 (24 %) 14 (23 %) 
ER: pozitivní 45 (73 %) 48 (77 %) 
ER: negativní 17 (27 %) 14 (23 %) 
PR: pozitivní 39 (63 %) 35 (56 %) 
PR: negativní 23 (37 %) 27 (44 %) 
HER2: pozitivní 9 (15 %) 12 (19 %) 
HER2: negativní 53 (85 %) 50 (81 %) 
Ki67: nízká 43 (70 %) 25 (40 %) 
Ki67: vysoká 19 (30 %) 37 (60 %) 
Triple-negativní 12 (19 %) 10 (16 %) 
 
Míra exprese je dichotomicky kategorizovaná podle předpokládaného dopadu na biologické chování nádoru a/nebo jeho 
odpověď na léčbu (vysoká - nízká, pozitivní - negativní, normální - aberantní). ER – estrogenové receptory, PR – 
progesteronové receptory, Ki67 – proliferační aktivita, triple-negativní – ER-, PR- a HER2-negativní   
 
4.3. IHC analýza claudinů 1, 3 a 4 a E- a N-cadherinu 
Statistická analýza exprese před a po neoadjuvantní chemoterapii byla provedena na souboru 
62 případů (analýza zahrnovala ordinální kategorické proměnné - data neuvedena; tabulka 4 
ukazuje zjednodušené dichotomicky kategorizované výsledky IHC vyšetření). Před léčbou 
jevila většina nádorů vysokou expresi claudinů 3 a 4, nicméně u claudinu 1 převažovala nízká 






Obrázek 6 (předchozí strana). Reprezentativní příklady změn exprese claudinů v invazivním 
karcinomu prsu nespecifického typu (NST) po neoadjuvantní chemoterapii stanovené 
imunohistochemicky: (A) Slabá tečkovitá membránová pozitivita claudinu 1 v core cut biopsii 
před léčbou; 200x. (B) Silná souvislá membránová pozitivita claudinu 1 v reziduální nádorové 
tkáni u stejné pacientky; 600x. (C) V některých buňkách tečkovitá, v jiných až souvislá 
membránová pozitivita claudinu 1 v core cut biopsii před léčbou; 200x. (D) Obdobný charakter 
exprese claudinu 1 v reziduální nádorové tkáni u stejné pacientky. Intenzivnější kontinuální 
pozitivitu lze pozorovat v ložiscích duktálního karcinomu in situ (DCIS, černá šipka) a drobném 
nenádorovém vývodu (bílá šipka); 200x. (E) Převážně souvislá membránová pozitivita claudinu 
3 v core cut biopsii; 600x. (F) Téměř nerozeznatelné ložiskové membránové zabarvení claudinu 
3 v reziduální nádorové tkáni u stejné pacientky; 600x. (G) Středně silná membránová pozitivita 
claudinu 4 ve většině nádorových buněk v core cut biopsii před léčbou; (retrakční artefakty) 




Obrázek 7. Reprezentativní příklad imunohistochemicky stanovené exprese claudinů 
v nenádorové tkáni mléčné žlázy: (A) Nenádorový vývod (černá šipka) obklopený invazivním 
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karcinomem nespecifického typu (NST, duktálním), který se disperzně šíří v podobě drobných 
shluků buněk (bílé šipky) ve vazivovém stromatu. V přehledně zachycené části vývodu je 
exprese claudinu 1 soustředěná do apikální a přilehlé laterální části membrány luminálních 
buněk. V tomto případě nádorové buňky exprimovaly claudin 1 s přibližně stejnou intenzitou, 
nicméně bez polarity zřetelné u buněk nenádorových; 200x. (B) Terminální tubulo-lobulární 
jednotka s predominantně apikální expresí claudinu 1, která je obvykle slabší intenzity než 
exprese claudinu 3 a 4; 200x. (C, D) Stejná terminální tubulo-lobulární jednotka se silnou 
souvislou expresí claudinu 3, respektive claudinu 4 v apikální a laterální části membrány 
luminálních buněk; 200x. 
 
Zatímco membránová pozitivita claudinů 3 a 4 byla ve většině případů středně až silně 
intenzivní a souvislá, u claudinu 1 byla spíše tečkovitá a slabší. Přibližně ve třetině případů 
jsme pozorovali různě intenzivní cytoplazmatickou a/nebo jadernou pozitivitu claudinu 1 a 
v pětině případů slabou cytoplazmatickou pozitivitu claudinů 3 a 4. Apikolaterální polarita 
exprese claudinů, typická pro nenádorový epitel mléčné žlázy, nebyla v nádorových buňkách 
rozeznatelná (Obr. 7). 
Přibližně čtvrtina nádorů před i po neoadjuvantní léčbě měla aberantní, tedy sníženou či 
chybějící, expresi E-cadherinu a u stejného počtu nádorů byla zaznamenána pozitivita N-
cadherinu (Tab. 4). 
Po léčbě došlo ke zvýšení exprese claudinu 1 (median před/po léčbě 1,5/3; Z=2,2; p=0,03) 
a snížení exprese claudinu 3 (median před/po léčbě 6/5; Z=2,8; p=0,005). Exprese claudinu 4 
po léčbě mírně poklesla, nicméně rozdíl nebyl statisticky významný (p>0,05) (Obr. 6 a 8). 
Exprese E- ani N-cadherinu se po léčbě výrazněji nezměnila (p>0,05).  
Přestože v žádném z vyšetřených vzorků před chemoterapií nebyla zachycena současná 
nízká exprese všech 3 claudinů, po léčbě se objevila ve 4 případech (4/62, 6 %), doprovázená 
současnou ztrátou exprese E-cadherinu. Pouze jeden z těchto nádorů byl však zároveň triple-
negativní a jediný tedy splňoval navržená IHC kritéria pro podskupinu claudin-low. Další 3 
triple-negativní nádory (3/62, 5 %) v souboru vzorků po léčbě splňovaly tato kritéria částečně, 
vzhledem k tomu, že naše studie nezahrnovala claudin 7. Dále bylo zaznamenáno 11 nádorů 
(11/62, 18 %) před a 10 (10/62, 16 %) po chemoterapii s vysokou expresí claudinů 1 a 4 a 
současně absencí exprese ER, které odpovídaly navrženým IHC kritériím podskupiny claudin-
high. Dva claudin-high nádory (2/11, 17 %) overexprimovaly HER2 před léčbou a 1 (1/10, 6 




Obrázek 8. Změny exprese claudinů po neoadjuvantní chemoterapii. Exprese claudinu 1 po 
léčbě vzrostla, zatímco exprese claudinu 3 poklesla. V expresi claudinu 4 k významným změnám 
nedošlo.   
 
4.4. Korelace exprese claudinů, cadherinů a standardních markerů 
Korelace exprese claudinů 1, 3 a 4, E- a N- cadherinu a standardních markerů karcinomu prsu 
byla provedena na podkladě IHC analýzy. Výsledky jsou však limitované velikostí souboru a 
jejich interpretace není jednoznačná.  
Tabulka 5 zobrazuje korelaci exprese claudinů 1 a 3 k expresi ostatních sledovaných 
markerů. Negativní korelace mezi expresí claudinu 1 a ER byla zaznamenána u nádorů před 
léčbou (χ2=5,79; degrees of freedom (df)=1; p=0,016), ale nikoliv po léčbě. Vysoká exprese 
claudinu 1 negativně korelovala s expresí PR (χ2=4,66; df=1; p=0,031) a HER2 (χ2=5,35; 
df=1; p=0,021) a pozitivně s Ki67 (χ2=4,98; df=1; p=0,026) u nádorů po léčbě, ale nikoliv 
před léčbou. Vysoká exprese claudinu 1 dále pozitivně korelovala s triple-negativními nádory 
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před (χ2=4,29; df=1; p=0,038) i po léčbě (χ2=5,95; df=1; p=0,015). Souvislost mezi expresí 
claudinu 1 a N-cadherinu ani E-cadherinu nalezena nebyla (p>0,05). 
 
Tabulka 5. Korelace exprese claudinu 1 a claudinu 3 se standardními markery karcinomu prsu 
a markery EMT.   
Marker Claudin 1 Claudin 3 
  Před léčbou (n=62) Po léčbě (n=62) Po léčbě (n=62) 
Exprese p Vysoká Nízká p Vysoká Nízká p Vysoká Nízká 
Grade 0,144     0,053    0,277     
G1-2  13 26  16 20   28 8 
G3   12 11   18 8   23 3 
ER *0,016     0,156    0,700     
Pozitivní  14 31  24 24   39 9 
Negativní   11 6   10 4   12 2 
PR 0,144     *0,031     0,596     
Pozitivní  13 26  15 20   28 7 
Negativní   12 11   19 8   23 4 
HER2 1,000     *0,021     0,464     
Pozitivní  4 5  3 9   9 3 
Negativní   21 32   31 19   42 8 
Ki67 0,350     *0,026     0,702     
Vysoká  19 24  18 7   20 5 
Nízká   6 13   16 21   31 6 
E-cadherin 0,526     0,107     *0,005     
Aberantní  5 10  7 11   11 7 
Normální   20 27   27 17   40 4 
N-cadherin 0,977     0,844     0,484     
Pozitivní  6 9  8 6   12 2 
Negativní  19 28   26 22   39 9 
Triple-negativní *0,038     *0,015    0,484     
Triple-negativní  8 4  9 1   9 1 
ER+ / PR+ / HER2+   17 33   25 27   42 10 
 
* signifikantní korelace <0,05. EMT – epiteliálně-mezenchymální tranzice, ER – estrogenové receptory, PR – progesteronové 
receptory, Ki67 – proliferační aktivita, triple-negativní – ER-, PR- a HER2-negativní   
 
V nádorech po léčbě exprese claudinu 3 pozitivně korelovala s expresí E-cadherinu 
(χ2=7,77; df=1; p=0,005), nicméně souvislost s expresí N-cadherinu ani standardních markerů 
nalezena nebyla (p>0,05). Statistickou analýzu vztahu exprese claudinu 3 k ostatním 
sledovaným markerům před léčbou a exprese claudinu 4 k ostatním sledovaným markerům 
před i po léčbě nebylo možné provést z důvodu nerovnoměrného rozložení dat ve skupinách 
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nádorů s nízkou a vysokou expresí (nízká exprese claudinu 3 byla zastižena pouze ve 3 
případech, nízká exprese claudinu 4 v 1 případě před a ve 4 po léčbě).  
Tabulka 6 zobrazuje korelaci exprese E- a N-cadherinu k ostatním sledovaným 
markerům. Exprese N-cadherinu negativně korelovala s ER (χ2=6,68; df=1; p=0,010) a PR 
(χ2=4,45; df=1; p=0,035) v nádorech před léčbou a pozitivně s HER2 (χ2=6,40; df=1; 
p=0,011) v nádorech po léčbě. Pozitivita N-cadherinu byla častější v hůře diferencovaných 
nádorech jak před léčbou (χ2=4,45; df=1; p=0,035), tak po léčbě (χ2=6,46; df=1; p=0,011). 
Souvislost mezi expresí E-cadherinu a standardních markerů karcinomu prsu nalezena nebyla 
(p>0,05). Neprokázali jsme ani souvislost mezi expresí E- a N-cadherinu (p>0,05). Pouze 6 
nádorů před (6/62, 10 %) a 4 nádory po léčbě (4/62, 6 %) jevily současně aberantní expresi E-
cadherinu a pozitivitu N-cadherinu. 
 
Tabulka 6. (A) Korelace exprese E-cadherinu se standardními markery karcinomu prsu a N-
cadherinem.  
Marker                    E-cadherin (A) 
  Před léčbou (n=62) Po léčbě (n=62) 
Exprese P Normální Aberantní p Normální Aberantní 
Grade 0,337    0,798    
G1-2   28 11  26 10 
G3   19 4   18 8 
ER 0,555     0,531     
Pozitivní   35 10  35 13 
Negativní   12 5   9 5 
PR 0,135     0,927     
Pozitivní   32 7  25 10 
Negativní   15 8   19 8 
HER2 0,674     0,715     
Pozitivní   6 3  8 4 
Negativní   41 12   36 14 
Ki67 0,701     0,320     
Vysoká   32 11  16 9 
Nízká   15 4   28 9 
N-cadherin 0,101     0,966     
Pozitivní   9 6  10 4 
Negativní   38 9   34 14 
Triple-negativní 1,000     0,404     
Triple-negativní   9 3  6 4 




Tabulka 6 (pokračování). (B) Korelace exprese N-cadherinu se standardními markery 
karcinomu prsu a E-cadherinem. 
Marker                    N-cadherin (B) 
  Před léčbou (n=62) Po léčbě (n=62) 
Exprese p Negativní Pozitivní p Negativní Pozitivní 
Grade *0,035    *0,011    
G1-2   33 6  32 4 
G3   14 9   16 10 
ER *0,010     0,542     
Pozitivní   38 7  38 10 
Negativní   9 8   10 4 
PR *0,035     0,580     
Pozitivní   33 6  28 7 
Negativní   14 9   20 7 
HER2 0,201     *0,011     
Pozitivní   5 4  6 6 
Negativní   42 11   42 8 
Ki67 0,304     0,145     
Vysoká   31 12  17 8 
Nízká   16 3   31 6 
E-cadherin 0,101     0,966     
Aberantní   9 6  14 4 
Normální   38 9   34 10 
Triple-negativní 0,116     0,831     
Triple-negativní   7 5  8 2 
ER+ / PR+ / HER2+   40 10   40 12 
 
* signifikantní korelace <0,05. ER – estrogenové receptory, PR – progesteronové receptory, Ki67 – proliferační aktivita, 
triple-negativní – ER-, PR- a HER2-negativní   
 
Histologicky hodnocený rozsah regrese nádoru vyjádřený pomocí Chevallierovy 
klasifikace bez zohlednění dalších patologických a klinických dat negativně koreloval 
s expresí Ki67 před léčbou (χ2=5,97; df=1; p=0,015), nicméně nezaznamenali jsme žádnou 
souvislost s expresí sledovaných claudinů ani cadherinů (p>0,05). Tento výsledek však nelze 
považovat za zcela průkazný, vzhledem k tomu, že nádory s regresí spadající do kategorie I a 







4.5. Geny apoptózy  
 
4.5.1. Detekce apoptoticky zanikajících buněk 
Oblasti vyššího výskytu nádorových buněk s cytoplazmatickou pozitivitou aktivované 
kaspázy 3 většinou odpovídaly oblastem s větším množstvím pozitivních jader při vyšetření 
TUNEL (Obr. 9). Pouze část těchto buněk zároveň jevila morfologické znaky odpovídající 
apoptóze. Na rozdíl od aktivované kaspázy 3 byla zvýšená pozitivita TUNEL místy zastižena 
i v ložiscích nekrózy nádoru.  
 
Obrázek 9. Reprezentativní příklad detekce apoptoticky zanikajících buněk. (A – před léčbou, B 
– po léčbě) Imunohistochemické vyšetření pomocí protilátky specifické proti aktivované kaspáze 
3 s cytoplazmatickou pozitivitou apoptoticky zanikajících buněk, 200x. (C – před léčbou, D – po 




V tabulce 2 jsou uvedeny apoptotické indexy (AI) jednotlivých vzorků stanovené oběma 
metodami. Skutečnost, že navzájem dobře korelují (R=0,95), svědčí pro srovnatelnou 
spolehlivost obou metod pro detekci apoptoticky zanikajících buněk. 
Po léčbě byl u 1 pacienta (1/16, 6 %) zaznamenán nápadnější pokles AI, u 2 pacientů 
(2/16, 12 %) značné zvýšení a v 8 případech (8/16, 50 %) menší změny do 5 %. U 3 pacientů 
(3/16, 19 %) nemohly být z technických důvodů výsledky vyhodnoceny.        
 
4.5.2. Profilování genové exprese 
U všech spárovaných vzorků od 16 pacientek byl stanoven transkripční profil 84 klíčových 
genů apoptózy pomocí qRT-PCR. Nejprve jsme analyzovali vzorky odebrané před léčbou a 
porovnali je se skupinou 4 vzorků od pacientek s patologicky ověřenou kompletní remisí 
(pCR), která byla vybrána jako standard pro nádory s dobrou odpovědí na léčbu. U 13 ze 
sledovaných 84 genů byl v našem souboru vzorků prokázán prognostický význam (p<0,05). 
Data byla zpracována pomocí hierarchické shlukové analýzy a na jejím základě byly 
pacientky rozděleny do dvou skupin (Obr. 10). Jedna skupina měla transkripční profil 
obdobný jako pacientky s patologicky ověřenou kompletní remisí, ostatní byly zařazeny do 
druhé skupiny. Tyto dvě skupiny dobře korelovaly s údajem přežití bez progrese (PFS, 
progression-free survival) a odpovídaly tedy skupině pacientek s dobrou (6/12, 50%) a 
špatnou prognózou (6/12, 50%) (Obr. 11).  
 Nakonec byla provedena analýza změn exprese jednotlivých prognosticky 
významných genů před a po chemoterapii. Ve skupině pacientek s dobrou prognózou jsme po 
léčbě zaznamenali downregulaci exprese genů MCL1 a IGF1R a overexpresi genů BCL2L10, 
BCL2A1, CASP8, CASP10, CASP14, CIDEB, FADD, HRK, TNFRSF25, TNFSF8 a CD70. Ve 
skupině pacientek se špatnou prognózou byla nalezena pouze upregulace genu IGF1R, 




Obrázek 10. Dendrogram z hierarchické shlukové analýzy exprese genů asociovaných 
s apoptózou v karcinomu prsu u 16 pacientek. Profilování genové exprese bylo provedeno 
pomocí qRT-PCR. Nadprůměrná exprese pro daný gen je znázorněna červenými čtverci, 
podprůměrná zelenými. Větve reprezentující případy s dobrou odpovědí na léčbu jsou 





Obrázek 11 (předchozí strana). Doba přežití bez progrese (progression-free survival, PFS). 
Analýza exprese 13 genů asociovaných s apoptózou ukázala významný rozdíl mezi skupinami 
s dobrou a špatnou prognózou (p<0,05).  
 
 
Obrázek 12. Změny v expresi genů asociovaných s apoptózou po léčbě. Dvojnásobná změna v 
genové expresi byla stanovena jako práh pro hodnocení upregulace (kladné hodnoty) a 
downregulace (záporné hodnoty). V expresi uvedených genů byly zjištěny významné rozdíly 
v expresi před a po léčbě (p<0,05). 







Karcinom prsu je jedním z mála solidních nádorů, u kterých se IHC vyšetřované prediktivní 
markery používají v rutinní praxi již desítky let. Standardní IHC panel prediktivních markerů, 
zahrnující ER, PR, HER2 a Ki67 slouží jak k odhadu chemosenzitivity nádoru, tak k průkazu 
exprese hormonálních receptorů a overexprese HER2, který je pro indikaci hormonální, resp. 
cílené biologické anti-HER2 léčby nezbytný (Lakhani S. R. et al., 2012). Řada studií 
prokázala u karcinomu prsu častou a vysokou intercelulární karyotypickou variabilitu 
nezřídka s masivními chromozomálními přestavbami, která se odráží v nejednotné expresi 
markerů jak v různých oblastech nádoru, tak v primárním nádoru a metastázách, ale i 
v rozdílech mezi expresním profilem primárního a recidivujícícho onemocnění (Saint-Ruf C. 
et al., 1990; Saint-Ruf C. et al., 1991; Pandis N. et al., 1995; Pandis N. et al., 1998; Teixeira 
M. R. et al., 2001). Další práce včetně této upozornily na možné změny základního IHC 
profilu karcinomu prsu u pacientek po neoadjuvantní léčbě (Varga Z. et al., 2005; Lee H. C. et 
al., 2007; Adams A. L. et al., 2008; Yin H. F. et al., 2009; Kinsella M. D. et al., 2012).         
Několik předcházejících studií porovnávalo expresi standardních IHC biomarkerů 
karcinomu prsu v diagnostické punkční biopsii a chirurgickém resekátu jak u pacientek, které 
nepodstoupily, tak u pacientek, které podstoupily neoadjuvantní chemoterapii. U pacientek 
bez neoadjuvantní chemoterapie byla vysoká shoda všech 4 markerů (Asogan A. B. et al., 
2017; Dekker T. J. et al., 2013; You K. et al., 2017). Většina studií zahrnujících pacientky po 
neoadjuvantní chemoterapii však odhalila mezi oběma vzorky podstatné změny (Kinsella, M. 
D. et al., 2012; Yin H. F. et al., 2009; van de Ven S. et al., 2011; Yoshida A. et al., 2017; Li P. 
et al., 2013; Cabrera-Galeana P. et al., 2018; Moazed V. et al., 2018; Dede D. S. et al., 2013; 
Lee H. C. et al., 2013).   
Exprese hormonálních receptorů v karcinomech prsu podléhá selekčnímu tlaku 
chemoterapie různě intenzivně. Zatímco ER jsou poměrně stabilní, exprese PR často 
významně klesá, stejně jako v našem souboru vzorků (Yin H. F. et al., 2009; Kinsella M. D. et 
al., 2012). Exprese PR je závislá na funkční signální dráze regulované ER a je indikátorem 
jejího stavu. Nádory exprimující ER, ale nikoliv PR, proto hůře odpovídají na hormonální 
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terapii. Ze stejného důvodu se prakticky nevyskytují karcinomy prsu, které by exprimovaly 
pouze PR (Thakkar J. P. et al., 2011; Ryška A., 2015). Pokles Ki67 po léčbě, který jsme 
zaznamenali, je obvyklý jev způsobený antiproliferačním účinkem cytotoxické léčby 
(Yoshioka T. et al., 2015; Cabrera-Galeana P. et al., 2018; Moazed V. et al., 2018). 
Status HER2 se i přes zaznamenané změny projevil spíše jako stabilní faktor v souladu 
s většinou relevantních studií jiných autorů (Taucher S. et al., 2003; Tinari N. et al., 2006; Lee 
H.C. et al., 2007; D'Alfonso T. et al., 2010; Kinsella M. D. et al., 2012). Další práce však 
popisují jak upregulaci (Adams A. L. et al., 2008) tak downregulaci HER2 po léčbě (Yoshida 
A. et al., 2017). Přestože celkově se status HER2 po léčbě v našem souboru vzorků významně 
nezměnil, v jednotlivých případech byla zaznamenána změna z negativního na pozitivní. 
Příčinou tohoto jevu však může být nerovnoměrná, pouze ložisková overexprese HER2 
v některých nádorech, která v malých vzorcích z core cut biopsie nemusí být zastižena 
(Davila E. et Amazon K., 2010).   
V další části naší práce byla v menším souboru pacientek zachycena poměrně 
neobvyklá ztráta exprese HER2 z původní silně pozitivní (3+) na negativní (0 a 1+). Stejná 
změna byla ojediněle popsána i v jiných studiích (Varga Z. et al., 2005; Adams A. L. et al., 
2008). Příčinou by mohla být koexistence 2 klonů v nádorové populaci buněk, z nichž jeden 
HER2 overexprimuje a druhý nikoliv. Při kombinované léčbě chemoterapií a anti-HER2 
protilátkou potom nádorová populace s overexpresí téměř nebo zcela zaniká a v reziduálním 
nádoru převáží buňky bez overexprese, které jsou na léčbu méně citlivé (Adams A. L. et al., 
2008).  
Spárované vzorky, kde se změna vyskytla, byly testovány pomocí 3 nezávislých 
metod (IHC, FISH, qRT-PCR), vzhledem k tomu, že ani přes maximální optimalizaci 
přípravy vzorků nelze ojedinělé případy falešné negativity IHC vyšetření způsobené ztrátou 
epitopů při nedostatečné fixaci tkáně resekátů po léčbě zcela spolehlivě vyloučit. Nyní již v 
praxi rutinně používaná metoda FISH detekuje amplifikaci genu na úrovni DNA a umožňuje 
odlišení prosté amplifikace genu HER2 a chromozomální duplikace. Metody kvantitativní 
PCR představují dostupnou alternativu pro FISH a umožňují detekci na úrovni DNA i RNA 
(Bieche I. et al., 1999). V porovnání s FISH se jedná o citlivější, rychlejší a jednoduché 
metody, umožňující testování mnoha vzorků najednou, nicméně v případě qRT-PCR je 
problematické získání dostatečného množství kvalitní RNA, která bývá v materiálu 
z parafinových bločků degradovaná (Riehle U. et al., 2010). Pokud je nám známo, naše práce 
byla první, kde byl status HER2 vyšetřen na všech úrovních, tzn. proteinu, DNA a RNA. 
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Dobrá korelace výsledků qRT-PCR s výsledky IHC a FISH byla následně ověřena na větším 
souboru vzorků (Tvrdik D. et al., 2012). V následujících letech další autoři navrhli využití 
qRT-PCR jako doplňující test v případech s hraničním nebo nejasným výsledkem FISH 
(Zoppoli G. et al., 2017).            
Na podkladě studií popisujících změny exprese standardních markerů po chemoterapii 
bylo v minulosti doporučeno IHC vyšetření provedené na vzorcích z core cut biopsie 
zopakovat na vzorcích z definitivních resekátů před indikací adjuvantní terapie. V současné 
době se upouští od opakování vyšetření v případě jednoznačné pozitivity ER, PR a HER2 
v core cut biopsii, u HER2 právě s výjimkou pacientek po neoadjuvantní chemoterapii, u 
kterých je výskyt výrazných změn pravděpodobnější. Přestože ztráta exprese PR je po 
chemoterapii častá, pro indikaci hormonální léčby je postačující pozitivita ER, které se jeví 
jako poměrně stabilní (Goldhirsch A. et al, 2005; Yin H. F. et al., 2009; Kinsella M. D. et al., 
2012). Vyšetření proliferační aktivity, která je přímo úměrná citlivosti nádoru na 
chemoterapii, je doporučeno opakovat vždy, vzhledem k tomu, že její pokles je v důsledku 
chemoterapie obvyklý.  
Změny standardně vyšetřovaných markerů karcinomu prsu po chemoterapii byly tedy 
již popsány více autory, nicméně pokud je nám známo, dosud se žádná studie nezabývala 
stabilitou exprese claudinů, které byly v nedávné době navrženy jako další markery pro 
rozšíření molekulární klasifikace karcinomu prsu. V naší práci jsme zaznamenali změny v 
expresi 2 ze 3 sledovaných claudinů. Exprese claudinu 1 po léčbě vzrostla, zatímco exprese 
claudinu 3 poklesla. V expresi claudinu 4 k významným změnám nedošlo. 
Exprese claudinu 1 v karcinomu prsu je obvykle podstatně nižší než v nenádorových 
luminálních buňkách prsní žlázy (Lu S. et al., 2013). Dle recentně publikovaných studií může 
CLDN1 v průběhu karcinogeneze působit v závislosti na typu nádoru a dalších dosud ne zcela 
zřejmých okolnostech buď jako tumor supresorový gen, nebo jako protoonkogen (Kwon M. 
J., 2013; Zhou B. et al., 2015). Jeho lokalizace v nádorových buňkách nemusí být omezená 
pouze na oblast mezibuněčných těsných spojů, ale stejně jako v našem souboru vzorků se 
často vyskytuje i v cytoplazmě a jádře (Dhawan P. et al., 2005; Zhou B. et al., 2015). 
V případě tumor supresivního účinku je jeho snížená exprese spojována s výraznější EMT a 
kolektivní migrací na invazivním okraji nádoru a pravděpodobně přispívá k chemorezistenci 
nádoru (Li M. et al., 2009; Fortier A. M. et al., 2013; Zhou B. et al., 2015). My jsme však po 
chemoterapii zaznamenali zvýšení jeho exprese naznačující zapojení jiných mechanismů, 
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které by mohly souviset např. s vyšší proliferační aktivitou. Ta korelovala s vysokou expresí 
claudinu 1 po léčbě, přestože celkově došlo v našem souboru vzorků ke snížení exprese Ki67. 
Vysokou expresi claudinu 1 jsme pozorovali častěji u triple-negativních karcinomů 
než hormonálně dependentních a/nebo overexprimujících HER2, a to jak před, tak po 
chemoterapii. V souladu s našimi výsledky byla v několika dalších studiích popsána vyšší 
exprese claudinu 1 u bazálních karcinomů, z nichž většina je triple-negativní (Blanchard A. 
A. et al., 2013; Lu S. et al., 2013). Před léčbou byla vysoká exprese claudinu 1 častější u ER-
negativních než ER-pozitivních nádorů a po léčbě u PR-negativních než PR-pozitivních a 
HER2-negativních než HER2-pozitivních. Vysokou expresi claudinu 1 v ER-negativních 
karcinomech dokumentuje také několik dalších studií (Blanchard A. A. et al., 2009; Zhou B. 
et al., 2015). Kombinace uvedených faktorů obvykle svědčí pro agresivnější, méně 
diferencované nádory, u kterých nelze očekávat odpověď na hormonální ani anti-HER2 léčbu, 
nicméně obvykle jsou alespoň na počátku terapie chemosenzitivní (Goldhirsch A. et al., 2005, 
Lakhani S. R. et al. 2012). 
Asociace se standardními markery karcinomu prsu se dále projevila u N-cadherinu. 
Jeho pozitivitu jsme pozorovali častěji u nádorů ER- a/nebo PR-negativních než ER- a/nebo 
PR-pozitivních před léčbou a HER2-pozitivních než HER2-negativních po léčbě. Získaná 
exprese N-cadherinu podporuje invazivní fenotyp a metastatický potenciál u středně až špatně 
diferencovaných karcinomů prsu, a ty také často ztrácejí expresi hormonálních receptorů 
a/nebo overexprimují HER2 (ElMoneim H. M. et Zaghloul N. M., 2011; Qian X. et al., 2014). 
Přes některé obdobné rysy ve vztahu ke standardním markerům karcinomu prsu, zejména 
hormonálním receptorům, jsme neprokázali souvislost mezi claudinem 1 a N-cadherinem.         
Claudiny 3 a 4 jsou příbuzné proteiny a pravděpodobně podléhají stejným regulačním 
mechanismům (Shang X. et al., 2012; Osanai M. et al., 2017). Jejich exprese je 
v karcinomech prsu obvykle vysoká, stejně jako v luminálních buňkách normální prsní žlázy 
(Kulka J. et Tokes A. M., 2005; Singh A. B. et al., 2010; Turksen K. et Troy T. C., 2011; 
Ding L. et al., 2013). Vysokou expresi obou claudinů jsme zastihli u většiny nádorů v obou 
skupinách. Oba claudiny se podílejí na zachování epiteliálního fenotypu modulací exprese 
hlavních EMT markerů, zejména podporou exprese E-cadherinu (Lin X. et al., 2013), a také 
naše výsledky naznačují korelaci mezi claudinem 3 a E-cadherinem.       
 Vzhledem k těmto interakcím mezi claudiny a cadheriny se můžeme domnívat, že 
snížení exprese claudinů 3 a 4 v nádorových buňkách zvýší jejich rezistenci k chemoterapii. 
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Pokles exprese claudinu 3 po léčbě tuto hypotézu podporuje, předpokládáme-li, že by mohl 
být projevem zániku části nádorové buněčné populace s vysokou expresí, která je na 
chemoterapii citlivá, a následného relativního či absolutního zmnožení klonu nádorových 
buněk s nižší expresí i citlivostí k chemoterapii. Výsledky relevantních studií jsou často 
protichůdné a je obtížné je interpretovat ve vztahu k naší práci, protože většina se zabývala 
ovariálními karcinomy léčenými deriváty platiny, které se v běžných režimech chemoterapie 
karcinomu prsu používají podstatně méně často než antracykliny a taxany (Li M. et al., 2009; 
Fortier A. M. et al., 2013; Shang X. et al., 2013). Shrneme-li však závěry těchto studií, více 
autorů se přiklání k původnímu předpokladu, že redukovaná exprese claudinů 3 a 4 přispívá 
k chemorezistenci, nelze ovšem vyloučit vliv dalších faktorů, např. typu nádoru a 
chemoterapeutika (Kwon, M. J., 2013). 
 Přestože většina invazivních karcinomů prsu NST intenzivně exprimuje claudiny 3 a 4 
a E-cadherin, není známé, zda jejich exprese souvisí s některým ze standardních markerů. 
Několik autorů uvádí mírně vyšší expresi claudinu 3 u ER-pozitivních než u ER-negativních 
nádorů, vyšší expresi claudinu 4 u ER-negativních a bazálních nádorů (obvykle triple-
negativních) a aberantní expresi E-cadherinu u ER-negativních nádorů, nicméně v jiných 
studiích tyto souvislosti nalezeny nebyly (Kowalski P. J. et al., 2003; Soini Y., 2004; 
Blanchard A. A. et al., 2009; Kulka J. et al., 2009; Lu S. et al., 2013). Data získaná v aktuální 
studii nebyla dostatečná pro statistickou analýzu korelace exprese claudinu 4 s expresí 
ostatních sledovaných markerů a pouze částečně vyhovující pro analýzu exprese claudinu 3, u 
kterého jsme neprokázali souvislost s expresí hormonálních receptorů, HER2 ani Ki67. 
Souvislost s expresí standardních markerů nebyla nalezena ani u E-cadherinu. 
 Mezi reziduálními karcinomy prsu po neoadjuvantní chemoterapii byl v několika 
studiích včetně naší zaznamenán vyšší výskyt podskupiny claudin-low nádorů (Kwon M. J., 
2013; Sabatier R. et al., 2014). Nicméně navrhovaná IHC kritéria zcela neodpovídají 
molekulární claudin-low podskupině nádorů. Vzhledem k tomu, že první studie popisovaly 
claudin-low nádory jako triple-negativní, byl tento faktor zařazen do IHC kritérií pro 
identifikaci této podskupiny (Prat A. et al., 2010; Prat A. et Perou C. M., 2011). Později se 
však ukázalo, že do ní spadají také některé nádory ER-pozitivní a non-triple-negativní, což 
naznačuje poměrně velkou heterogenitu tohoto podtypu (Sabatier R. et al., 2014). Význam 
molekulárních podskupin claudin-low a claudin-high nádorů však zatím není zcela objasněn a 
v klinické praxi není zohlednění molekulární klasifikace při indikaci léčby doporučeno 
(Lakhani S. R. et al., 2012; Ellis I. O. et al., 2016).  
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 Zastoupení invazivních karcinomů prsu NST s aberantní expresí E-cadherinu 
v různých pracích značně kolísá od téměř 0 % do 45 % (Kowalski P. J. et al., 2003; 
ElMoneim H. M. et Zaghloul N. M., 2011; Singhai R. et al., 2011). Studie zabývající se 
expresí N-cadherinu udávají pozitivitu až v 50 % karcinomů NST, která je oproti našim 
výsledkům přibližně dvojnásobná, nicméně tyto soubory obsahovaly karcinomy se střední a 
nízkou nebo pouze nízkou diferenciací (ElMoneim H. M. et Zaghloul N. M., 2011; Qian X. et 
al., 2014). Role obou cadherinů v EMT naznačuje jejich možný vliv na chemosenzitivitu 
nádoru. Downregulace E-cadherinu podporuje chemorezistenci a obdobný efekt lze 
předpokládat u upregulace N-cadherinu (Nakamura T. et al., 2003; Wang W. et al., 2017). 
Naše studie však po chemoterapii neprokázala významné změny v expresi E-cadherinu ani N-
cadherinu. Přestože „cadherin switch“ je považován za hlavní znak EMT, nově nabytá 
exprese N-cadherinu nemusí být doprovázena ztrátou exprese E-cadherinu a ani v našem 
souboru vzorků jsme vzájemnou závislost obou markerů nepozorovali (Nieman M. T. et al., 
1999; Rai H. et Ahmed J., 2014). Přestože přibližně čtvrtina nádorů jevila aberantní expresi 
E-cadherinu a obdobné množství pozitivitu N-cadherinu, pouze u třetiny z nich se projevily 
obě současně. 
 Po léčbě jsme nezaznamenali významnější změny ve stupni diferenciace nádoru 
(grade), nicméně jeho stanovení po chemoterapii má své limity a je spíše orientační. Jediný 
marker z vyšetřovaných proteinů mezibuněčných spojů, jehož exprese dobře korelovala se 
stupněm diferenciace, byl N-cadherin, což odpovídá vysoké invazivitě nízce diferencovaných 
karcinomů (grade 3) (Qian X. et al., 2014; ElMonheim H. M. et Zaghloul N. M., 2011). 
Překvapivě se v našem souboru vzorků neprojevila souvislost mezi grade a E-cadherinem, 
jehož exprese bývá častěji snížená u hůře diferencovaných karcinomů NST (ElMoneim H. M. 
et Zaghloul N. M., 2011; Singhai R. et al., 2011). Absence souvislosti však může být 
způsobena nižší četností dobře diferencovaných karcinomů (grade 1) v našem souboru, která 
je daná selekcí pacientek pro neoadjuvantní chemoterapii.                    
Apoptóza, další formy programované buněčné smrti a nekróza jsou přímým projevem 
účinku cytotoxických chemoterapeutik na nádorovou tkáň. Složitý mechanismus regulace 
forem programované buněčné smrti a obrovské množství účastnících se molekul vede i 
k určitému překrývání se apoptózy a jiných typů programované buněčné smrti, např. na 
kaspázách nezávislé buněčné smrti, nekroptózy apod. (Leist M. et Jaattela M., 2001). Právě na 
kaspázách nezávislá programovaná buněčná smrt, ale také např. doba od stimulace apoptózy 
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by mohly být příčinou překvapivě nízkého apoptotického indexu ve skupině pacientek 
s dobrou prognózou.  
Chemoterapeutika mohou v nádorových buňkách indukovat apoptózu jak vnitřní 
drahou, zejména jako reakci na poškození DNA a dalších stěžejních molekul, tak vnější 
drahou přes receptory smrti. Vzhledem k tomu, že funkční mechanismus apoptózy je zásadní 
pro chemosenzitivitu nádoru, změny v expresi genů zapojených v procesu apoptózy 
v nádorové tkáni po chemoterapii mohou přispět k odhalení klíčových faktorů 
chemorezistence, které by v budoucnu mohly být využitelné jako prediktivní markery či 
cílové struktury pro biologickou léčbu zejména chemorezistentních nádorů (Fulda S. et 
Debatin K. M., 2000-2003).  
V naší práci jsme určili expresní profil 84 genů asociovaných s apoptózou a na jeho 
základě jsme vybrali 13 genů (IGF1R, MCL1, BCL2L10, BCL2A1, HRK, CASP8, CASP10, 
CASP14, FADD, TNFRSF25, TNFSF8, CD70 a CIDEB), jejichž exprese se vlivem léčby 
změnila a které mohou být nápomocné při stratifikaci pacientů vzhledem k různé odpovědi 
nádoru na léčbu. Skupina zahrnuje geny pro jeden povrchový receptor s protiapoptotickou 
funkcí (IGF1R), členy rodiny BCL2 (MCL1, BCL2L10, BCL2A1), protein regulující funkci 
některých BCL2 proteinů (HRK), jeden ze superrodiny receptorů smrti (TNFRSF25), dva 
ligandy receptorů smrti (TNFSF8, CD70), jeden z prostředníků mezi receptory smrti a 
kaspázami (FADD), dále některé kaspázy včetně iniciátorové kaspázy 8 (CASP8, CASP10, 
CASP14) a proapoptotický protein z rodiny CIDE (CIDEB). Zatímco ve skupině pacientek 
s dobrou prognózou došlo ke změně exprese všech uvedených genů, ve skupině se špatnou 
prognózou se změnila pouze exprese IGF1R. Jejich zapojení v apoptóze a dalších signálních 
drahách může naznačovat mechanismus, jakým mohou ovlivnit citlivost nádoru na 
chemoterapii nebo být chemoterapií ovlivněny.   
Jediný gen, jehož exprese se změnila v obou prognosticky významných skupinách, byl 
IGF1R, a to ve smyslu downregulace ve skupině s dobrou prognózou a upregulace ve skupině 
se špatnou prognózou. IGF1R (insulin-like growth factor receptor 1) je tyrosin-kinázový 
receptor aktivovaný vazbou na insulin-like growth factor 1 (IGF1) a 2 (IGF2). Příslušná 
funkční signální dráha je nezbytná pro správný vývoj prsní žlázy a zejména luminální 
diferenciaci. Je regulovaná ER, které mimo jiné aktivují transkripci IGF1R. Exprese IGF1R je 
udávaná u velké většiny karcinomů prsu, aktivní fosforylovaná forma IGF1R přibližně u 
poloviny, amplifikace, overexprese či somatické mutace byly detekovány u 9 % nádorů a 
zárodečné mutace nesou zvýšené riziko vzniku karcinomu prsu (Nielsen T. O. et al., 2004; 
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Law J. H. et al., 2008; TCGA, 2012). Exprese a role IGF1R v karcinomu prsu a rezistenci 
nádoru na terapii se liší v závislosti na molekulárním typu karcinomu. V luminálních 
nádorech je exprese IGF1R obvykle vlivem stimulace ER vysoká a koreluje s dobrou 
prognózou, zatímco v bazálních a HER2-pozitivních nádorech je podstatně méně častá a 
koreluje se špatnou prognózou. Nádory nesoucí BRCA-1 mutaci pravidelně vykazují 
upregulaci IGF1R a IGF1. Obecně je u karcinomů korelace vyšší exprese IGF1R se špatnou 
prognózou obvyklejší a pravděpodobně souvisí se zapojením IGF1R v regulaci EMT a 
dediferenciaci. IGF1R a příslušná signální dráha mají zřejmě podstatný vliv na vznik 
rezistence nádoru na standardní cílenou léčbu tamofixenem a trastuzumabem. Anti-IGF1R 
monoklonální protilátka však v kombinaci s hormonální či anti-HER2 léčbou dosud 
očekávaný efekt v podobě snížení rezistence nepřinesla (Farabaugh S. M. et al., 2015).      
Mezi členy rodiny genů BCL2 došlo k upregulaci exprese genů BCL2L10 a BCL2A1 a 
downregulaci exprese genu MCL1 ve skupině pacientek s dobrou prognózou. Proteiny patřící 
do této skupiny tvoří homo- a heterodimery s pro- i protiapoptotickým účinkem a jejich 
aberantní exprese je u nádorů velmi častá (Amundson S. A. et al., 2000). Mnohé studie 
popsaly overexpresi protiapoptotických a/nebo redukci exprese proapoptotických členů BCL2 
rodiny na různých nádorových buněčných liniích, u kterých se často navíc projevila rezistence 
k chemoterapii (Amundson S. A. et al., 2000; Wong R., 2011). MCL1 reguluje apoptózu 
v závislosti na transkripční variantě, z nichž delší izoforma apoptózu inhibuje a kratší ji 
podporuje. Obvykle je však jeho exprese spojena s inhibicí apoptózy a je tedy považována za 
protiapoptotický faktor. Dosud byla popsána zejména v souvislosti s hematologickými 
malignitami (MacCallum D. E. et al., 2005; Fagerberg L. et al., 2014). BCL2L10 interaguje 
např. s BCL2, BCLXL a BAX, pravděpodobně brání uvolnění cytochromu C z mitochondrií a 
tím aktivaci kaspázy 3 a jeho overexprese se tedy jeví jako protiapoptotický faktor (Fagerberg 
L. et al., 2014; Uhlen M. et al., 2017). BCL2A1 za fyziologických podmínek reguluje přežití 
leukocytů při zánětu inhibicí apoptózy. Jeho overexprese byla popsána u hematologických 
solidních zhoubných nádorů, kde přispívá k progresi onemocnění (Vogler M., 2012). 
Zajímavé je možné ovlivnění exprese genů z BCL2 rodiny steroidními hormony, na které 
upozorňuje studie na buněčné linii karcinomu prsu, kde overexprese genu BCL2 vyvolaná 
stimulací estrogeny přispěla ke vzniku chemorezistence (Teixeira M. R. et al., 1995). 
Produkt genu Harakiri (HRK), u kterého došlo k upregulaci exprese ve skupině 
s dobrou prognózou, podporuje apoptózu vazbou na protiapoptotické proteiny BCL2 a 
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BCLX(L) a tvorbou inaktivních komplexů (Fagerberg L. et al., 2014). Jeho exprese 
v karcinomu prsu je spíše nízká (Uhlen M. et al. 2017).  
 Jak bylo popsáno výše, apoptóza může být vyvolána také externími stimuly, např. 
vazbou ligandů na povrchové receptory včetně Fas a rodiny receptorů TNFR. V nádorových 
buňkách mohou být poruchy zevní dráhy apoptózy způsobeny např. downregulací receptorů, 
expresí neaktivních, tzv. decoy receptorů nebo sekrecí solubilní formy receptoru, která vyváže 
ligandy produkované imunitními buňkami, zejména cytotoxickými T-lymfocyty, NK-
buňkami a makrofágy (Elmore S., 2007). TNFRSF25 (DR3), u kterého došlo k upregulaci 
exprese ve skupině s dobrou prognózou, kóduje povrchový receptor z TNF superrodiny, který 
spouští signální dráhu jak přes FADD, tak TRADD adaptorové molekuly a tím stimuluje 
aktivaci kaspáz (Kitson J. et al., 1996). Vzhledem k tomu, že jej exprimují především 
aktivované T-lymfocyty, hraje klíčovou roli při zánětu. Stimulace TNFRSF25 by mohla mít 
obdobný efekt jako blokáda molekul PD-1 a CTLA-4, která se uplatňuje v imunologické 
léčbě solidních nádorů (Fagerberg L. et al., 2014). Další upregulované geny TNSF8 (CD153) 
a CD70 (TNFSF7) produkují ligandy receptorů smrti (CD30, resp. CD27), exprimované 
aktivovanými B- a T-lymfocyty, nicméně aberantní exprese CD70 byla popsána u celé řady 
solidních zhoubných nádorů. Jeho vysoká exprese byla zaznamenána u bazálních karcinomů 
prsu a u ovariálních karcinomů byl odhalen možný vztah k rezistenci na chemoterapeutika 
(Petrau C. et al., 2014).    
FADD, u kterého došlo k upregulaci exprese ve skupině s dobrou prognózou, kóduje 
jeden z adaptorových proteinů, které svými doménami smrti (DD, death domain) a 
efektorovými doménami smrti (DED, death effector domain) propojují aktivované TNF 
receptory, např. Fas receptor, a prokaspázy 8 a 10, aby vytvořily DISC (death-inducing 
signaling complex). Tím dojde k aktivaci obou prokaspáz na iniciátorové kaspázy, které štěpí 
další, efektorové kaspázy, včetně kaspázy 14. Ty potom štěpí další intracelulární proteiny 
včetně inhibitorů endonukleáz a buňka propadá apoptóze. FADD figuruje i v dalších, méně 
častých a známých cestách indukce apoptózy i v regulaci nekroptózy a navíc hraje roli 
v regulaci buněčného cyklu a proliferaci (Wang L. et al., 2010; Wajant H. et al., 2013). 
Porozumění jeho úloze je o to složitější, že závisí na jeho subcelulární lokalizaci. Zatímco 
v cytoplazmě funguje jako výše popsaný adaptorový protein při indukci apoptózy, v jádře 
může naopak podporovat přežití buňky (Gómez-Angelats M. et Cidlowski J. A., 2003; 
Tourneur L. et Chiocchia G., 2010). Ani studie zaměřené na roli FADD v karcinogenezi 
nepřináší jednotné výsledky. Ztráta FADD může nádorovým buňkám poskytnout rezistenci ke 
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stimulaci Fas receptorů (Tourneur L. et Chiocchia G., 2010). Oproti tomu byla popsána 
upregulace FADD v dlaždicobuněčných karcinomech ovaria, dlaždicobuněčných 
karcinomech hlavy a krku a nemalobuněčném karcinomu plic, ve všech případech korelující 
se špatnou prognózou (Cimino Y. et al., 2012; Pattje W. J. et al., 2013; Razaghi A. et al., 
2017).  
Kaspáza 8 hraje zcela zásadní roli v aktivaci zevní dráhy apoptózy jako spouštěč 
kaspázové kaskády a aktivuje i druhou iniciátorovou kaspázu 10 (Fagerberg L. et al., 2014). 
Dále se ukázalo, že je nezbytná pro aktivaci lymfocytů (Kennedy N. J. et al., 1999; Su H. et 
al., 2005). Snížená nebo nedetekovatelná aktivita iniciačních i efektorových kaspáz byla 
popsána jak na nádorových buněčných liniích, tak na vzorcích z nádorové tkáně, např. 
karcinomu prsu, ovaria a děložního cervixu (Devarajan E. et al., 2002). Snížená exprese 
kaspázy 8, upregulace inhibitorů kaspázy 8 (např. FLIP) nebo inaktivace kaspázy 8 proteinem 
BCL-2 mohou navíc vyvolat rezistenci nádoru k apoptóze indukované cytotoxickou 
protinádorovou léčbou (Kim P. K. et al., 2001). Efektorovou kaspázu 14 exprimují zejména 
vrchní vrstvy epidermis. U řady zhoubných nádorů byla v souvislosti s expresí kaspázy 14 
popsána nižší tumorigenicita, výjimkou je však karcinom prsu, kde byla v recentní studii 
prokázána korelace vysoké exprese kaspázy 14 s vysokou proliferací, nízkou diferenciací a 
triple-negativním fenotypem nádoru (Hsu S. et al., 2007; Handa T. et al., 2017). V naší studii 
došlo po chemoterapii k upregulaci exprese genů všech 3 kaspáz ve skupině pacientek 
s dobrou prognózou, z nichž ani jedna neměla triple-negativní karcinom.  
Poslední z upregulovaných genů, CIDEB, patří do rodiny CIDE (cell death-inducing 
DFF45 (DNA fragmentation factor 45) – like effector). N-terminální oblast proteinů CIDE je 
homologní k CIDE-N doménám DFF40/CAD (caspase-activated nuclease) a jejímu inhibitoru 
DFF40/ICAD, tedy dvěma podjednotkám DFF komplexu. Rozštěpení DFF45/ICAD 
komplexu kaspázou 3 uvolní DFF40/CAD a vede k fragmentaci DNA a kondenzaci 
buněčného jádra (Liu X. et al., 1997; Liu X. et al., 1998, Sakahira H. et al., 1998). Jeho 
downregulace byla popsána u renálních karcinomů (Yu M. et al. 2013).  
Shrneme-li výsledky týkající se genů asociovaných s apoptózou, tak ve skupině pacientek 
s dobrou prognózou po neoadjuvantní chemoterapii došlo k významné změně exprese 13 
genů. V 9 případech se jedná o geny s převážně proapoptotickým efektem, jejichž exprese po 
chemoterapii vzrostla (CASP8, CASP10, CASP14, HRK, TNFRSF25, TNFSF8, CD70, FADD, 
CIDEB) a ve 2 případech se jedná o geny s převážně protiapoptotickým efektem, jejichž 
exprese po chemoterapii klesla (IFG1R, MCL1). Změny v expresi těchto 11 genů by mohly 
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svědčit pro chemoterapií vyvolanou indukci proapoptotického fenotypu nádorových buněk, u 
nichž se dá předpokládat lepší odpověď na následnou adjuvantní chemoterapii, a jsou 
v souladu s lepší prognózou pacientek v dané skupině. Tomu odpovídá i zvýšení exprese 
protiapoptoticky působícího IGF1R ve skupině pacientek se špatnou prognózou. Vyšší 
exprese genů pro ligandy receptorů smrti (TNFSF8 a CD70) ovšem může souviset také 
s infiltrací nádoru aktivovanými lymfocyty, která je obvyklou tkáňovou reakcí na regresivní 
změny po chemoterapii, a mohlo by tedy jít o příznivý projev protinádorové stimulace 
imunitního systému. Význam zvýšené exprese protiapoptotických genů BCL2L10 a BCL2A1 
ve skupině s dobrou prognózou je nejasný. Výsledky však nelze interpretovat jednoznačně, a 
to jak vzhledem k malé velikosti našeho souboru pacientek, tak vzhledem ke složitosti defektů 
regulačních mechanismů genů apoptózy a jejich produktů v průběhu karcinogeneze, které 
mohou mít různý dopad v závislosti na konkrétní situaci. U některých popsaných genů již 
s odstupem od publikace našich výsledků došlo k významnému nárůstu znalostí o jejich roli 
v karcinogenezi, vztahu ke karcinomu prsu a vzniku rezistence k protinádorové léčbě. 
Specifické protilátky proti některým z popsaných proteinů či jejich inhibitory a antagonisty je 
již možné využít v kombinované léčbě zejména chemorezistentních malignit (např. inhibice 
MCL1) (MacCallum D. E. et al. 2005; Fagerberg L. et al. 2014), další jsou v klinické a 
preklinické fázi studií (např. protilátka anti-IGF1R, anti-CD70, inhibice FADD) (Farabaugh 
S. M. et al. 2015; Jacobs J. et al. 2015; Razaghi A. et al., 2017). 







Chemoterapie představuje součást základního léčebného postupu u mnohých pacientek 
s karcinomem prsu a může být aplikována před (neoadjuvantní) a/nebo po chirurgické resekci 
nádoru (adjuvantní). Vlivem neoadjuvantní chemoterapie však může dojít ke změně 
expresního profilu a tím i citlivosti nádoru nejen k adjuvantní chemoterapii, ale také 
k hormonální a anti-HER2 léčbě. S rozvíjejícími se možnostmi protinádorové léčby navíc 
stoupá potřeba nových prediktivních markerů pro odhad předpokládané odpovědi nádoru na 
chemoterapii a potenciálních cílových molekul tzv. biologické léčby, které by doplnily 
stávající algoritmy zejména u chemorezistentních nádorů a zároveň by sloužily jako 
prediktory pro dané léčivo. Mohlo by se jednat jak o jednotlivé markery vyšetřované pomocí 
IHC a/nebo molekulárními metodami, tak o různě rozsáhlé multigenové eseje, vyšetřované 
např. pomocí DNA mikročipů nebo qRT-PCR.  
V naší práci jsme se zaměřili na zachycení změn exprese vybraných proteinů/genů 
v karcinomu prsu po chemoterapii, jejichž zmapování může přispět k odhalení jejich role 
v odpovědi nádorové tkáně na chemoterapii. Do studie byly zahrnuty jak prediktivní a 
prognostické markery standardně vyšetřované (ER, PR, HER2, Ki67), tak vybrané proteiny 
mezibuněčných spojů podílejících se na regulaci EMT (claudiny a cadheriny), a dále geny 
asociované s apoptózou. EMT a defektní mechanismus apoptózy patří mezi klíčové faktory 
v procesu karcinogeneze a progrese nádoru a významně ovlivňují jeho chemosenzitivitu.   
Při vyšetření standardních markerů jsme zaznamenali snížení exprese PR a Ki67 po léčbě, 
zatímco v expresi ER a HER2 k významným změnám nedošlo. Stabilita exprese ER ve 
sledovaném souboru podporuje současné doporučení pro zpracování bioptických vzorků 
karcinomu prsu na našem pracovišti, kdy se vyšetření hormonálních receptorů v resekátu 
opakuje pouze při negativním výsledku v core cut biopsii. Nízká exprese PR může být 
příčinou snížené citlivosti nádoru na hormonální terapii i při vysoké expresi ER, která je však 
pro indikaci hormonální terapie dostačující. Vyšetření proliferační aktivity, která je přímo 
úměrná citlivosti nádoru na chemoterapii, je doporučeno opakovat vždy, vzhledem k tomu, že 
její pokles je v důsledku chemoterapie obvyklý.  
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Přestože se status HER2 ukázal jako stabilní, zaznamenali jsme i jednotlivé případy 
radikální změny z negativní na pozitivní a naopak. Změna exprese z negativní na pozitivní 
může být pouze relativní, vzhledem k tomu, že overexprese HER2 je v některých nádorech 
pouze fokální a v malém vzorku z punkční biopsie nemusí být zastižena. Tyto výsledky 
podporují současný doporučený postup opakovat vyšetření HER2 v resekátech u pacientek po 
neoadjuvantní chemoterapii a u ostatních v případě negativity v punkční biopsii. U obou 
případů s neobvyklou ztrátou exprese HER2 po léčbě z původní silné pozitivity byl výsledek 
IHC vyšetření ověřen pomocí FISH a qRT-PCR s velmi dobrou korelací výsledků všech 3 
metod. Naše práce zároveň poukázala na metodu qRT-PCR jako na vhodnou alternativu pro 
testování HER2 za předpokladu získání dostatečného množství kvalitní RNA z nádorové 
tkáně.  
V další části práce jsme provedli IHC analýzu změn exprese vybraných claudinů a 
cadherinů po léčbě a korelaci jejich exprese k expresi standardních markerů karcinomu prsu 
na úrovni proteinů. Prokázali jsme zvýšení exprese claudinu 1 a snížení exprese claudinu 3 po 
léčbě, zatímco exprese claudinu 4 se významněji nezměnila. Interpretace zvýšené exprese 
claudinu 1 po léčbě je obtížná vzhledem ke složitosti dosud popsaných relevantních 
regulačních mechanismů, které navíc mohou mít v závislosti na konkrétní situaci protichůdný 
výsledek. Vysoká exprese claudinu 1 byla v našem souboru vzorků častěji zaznamenána 
v nádorech ER-negativních, dále PR-negativních, HER2-negativních a také triple-negativních 
než v nádorech exprimujících hormonální receptory a/nebo HER2 a korelovala s vyšší 
proliferační aktivitou. Kombinace uvedených faktorů obvykle svědčí pro agresivnější, méně 
diferencované nádory, u kterých nelze očekávat odpověď na hormonální ani anti-HER2 léčbu, 
nicméně obvykle jsou alespoň na počátku terapie chemosenzitivní. Souvislost mezi expresí 
claudinu 1 a E- či N-cadherinu nalezena nebyla. Snížená exprese claudinu 3 v nádorech po 
léčbě by mohla odpovídat vyššímu zastoupení nádorových buněk méně citlivých na léčbu. Po 
léčbě mírně poklesla i exprese claudinu 4, změna však nebyla statisticky významná. Nízká 
četnost případů ve skupině s nízkou expresí claudinu 3 před léčbou a claudinu 4 před i po 
léčbě neumožnila provedení statistické analýzy korelace těchto dvou proteinů v daných 
skupinách k ostatním markerům. Výsledky analýzy dat po léčbě však svědčí pro pozitivní 
korelaci mezi expresí claudinu 3 a E-cadherinu. Přestože je exprese claudinu 3 i E-cadherinu 
v invazivním karcinomu prsu NST obvykle vysoká, není dosud zřejmé, zda souvisí 
s některým ze standardně vyšetřovaných markerů karcinomu prsu, a naše studie ani u jednoho 
z nich takovou souvislost neprokázala. Ve skupině vzorků po léčbě se vyskytlo několik 
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nádorů, které by dle navržených IHC kritérií mohly spadat do podskupiny claudin-low dle 
molekulární klasifikace, přičemž ve skupině vzorků před léčbou žádný nádor tato kritéria 
nesplňoval. 
Exprese hlavních markerů EMT, E- a N-cadherinu, se projevila jako stabilní a vzájemně 
nezávislá. Přestože přibližně čtvrtina vyšetřených nádorů jevila aberantní, tedy sníženou, 
expresi E-cadherinu a stejné množství nádorů pozitivitu N-cadherinu, pouze u třetiny z nich 
byly zastiženy současně. Pozitivita N-cadherinu byla častější u ER-negativních, dále PR-
negativních, HER2-pozitivních a hůře diferencovaných nádorů. Exprese žádného dalšího 
sledovaného proteinu mezibuněčných spojů se stupněm diferenciace nádoru (grade) 
nekorelovala. 
Při analýze změn exprese genů asociovaných s apoptózou byly pacientky rozděleny do 
dvou skupin dle prognózy. Ve skupině pacientek s dobrou prognózou po neoadjuvantní 
chemoterapii došlo k významné změně exprese 13 genů. V 9 případech se jedná o geny 
s převážně proapoptotickým efektem, jejichž exprese po chemoterapii vzrostla (CASP8, 
CASP10, CASP14, HRK, FADD, TNFRSF25, TNFSF8, CD70, CIDEB) a ve 2 případech se 
jedná o geny s převážně protiapoptotickým efektem, jejichž exprese po chemoterapii klesla 
(MCL1, IFG1R). Změny v expresi těchto 11 genů by mohly svědčit pro chemoterapií 
vyvolanou indukci proapoptotického fenotypu nádorových buněk, u nichž se dá předpokládat 
lepší odpověď na následnou adjuvantní chemoterapii, a jsou v souladu s lepší prognózou 
pacientek v dané skupině. Tomu odpovídá i zvýšení exprese spíše protiapoptoticky 
působícího IGF1R ve skupině pacientek se špatnou prognózou. Vyšší exprese genů pro 
ligandy receptorů smrti TNFSF8 a CD70 ve skupině pacientek s dobrou prognózou ovšem 
může souviset s infiltrací nádoru aktivovanými lymfocyty, která je obvyklou tkáňovou reakcí 
na regresivní změny po chemoterapii, a mohla by tedy indikovat příznivou protinádorovou 
stimulaci imunitního systému. Význam zvýšené exprese protiapoptotických genů BCL2L10 a 
BCL2A1 ve skupině s dobrou prognózou je nejasný.  
V naší práci jsme tedy prokázali, že chemoterapie významně ovlivňuje expresi řady 
sledovaných proteinů/genů v karcinomu prsu. V případě standardních markerů naše výsledky 
podporují současný doporučený postup pro IHC vyšetření bioptických vzorků. Změny 
v expresi claudinu 1 a 3 svědčí pro jejich úlohu v odpovědi nádorových buněk na 
chemoterapii. Některé zastižené korelace exprese claudinů a cadherinů s expresí standardních 
markerů se v karcinomech prsu pravděpodobně vyskytují častěji, vzhledem k tomu, že byly 
recentně popsány i dalšími autory. Zaznamenali jsme však i dosud nepopsané korelace, které 
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by mohly být nápomocné při porozumění roli claudinů a cadherinů v karcinogenezi 
karcinomu prsu a jeho odpovědi na léčbu. Navržený panel genů asociovaných s apoptózou by 
mohl najít uplatnění v rámci multigenových esejí cílených na přesnější stratifikaci pacientek 
se středním stupněm rizika relapsu nádorového onemocnění, která by v rámci této heterogenní 
skupiny pacientek umožnila větší individualizaci léčby. Uvedené výsledky statistických 
analýz jsou nicméně limitované velikostí testovaných souborů vzorků a pro jejich validaci a 
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